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RESUMO

BARBOSA, Meire de Oliveira, M.S., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2004. Purificacdo e Atividade Antibacteriana de Peptidios Sintetizados
Durante a Germinacdo de Sementes de Soja (Glycine Max [L.] Merrill).
Orientadora: Maria Cristina Baracat Pereira. Conselheiros: Elizabeth Pacheco
Batista Fontes e Reginaldo da Silva Romeiro.

Peptidios antimicrobianos (AMPs) sdo produzidos por animais, plantas,
insetos e outros organismos como estratégia de defesa eficiente, flexivel, com
consumo minimo de energia e biomassa, em funcdo de seu pequeno tamanho.
Em vegetais, foram identificadas dez familias de AMPs como parte da barreira
constitutiva de defesa da planta, com massas moleculares que variam de 2 a 9
kDa. Este trabalho visou identificar e purificar peptidios de sementes de soja
sintetizados durante a germinacdo e avaliar a atividade antibacteriana, com o
objetivo de desenvolver defensivos agricolas naturais e agentes antimicrobianos
para as industrias farmacéutica e veterinaria. Sementes de soja da variedade UFV
16 (Glycine max [L.] Merrill) foram germinadas por 24, 48, 72 e 96 h, trituradas e
maceradas em 2,5 volumes do tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,0 contendo EDTA,
PMSF e benzamidina. As sementes ndao germinadas foram moidas e adicionadas
de tampéao fosfato de sodio 25 mM na proporcdo de 1:5, contendo KCL, EDTA,
tiouréia, PMSF e benzamidina. Os homogenatos de ambas foram mantidos sob
agitacdo branda em geladeira por 2 h, centrifugados, e os sobrenadantes foram
precipitados com sulfato de aménio. Cada sobrenadante foi aquecido a 80°C/15
min para precipitacdo diferencial de proteinas, e centrifugado. Seguiu-se
cromatografia de troca aniénica em coluna DEAE-Sepharose com tampéao Tris-HCI
25 mM, pH 7,0, em equipamento tipo FPLC. O pool catiénico obtido foi submetido
a cromatografia de troca catiébnica em coluna CM-Sepharose com tampdo MES 25
mM, pH 6,0, em equipamento tipo FPLC, e o pico eluido em 0,35 M de NacCl foi
submetido a cromatografia de fase reversa em coluna C18-HPLC. Os perfis
obtidos apds cromatografia de fase reversa das sementes germinadas e nao
germinadas foram comparados para analise dos AMPs sintetizados durante a
germinacdo. A semente germinada por 48 h mostrou duas regifes de sintese de

diferentes proteinas. Foram realizados testes de atividade antimicrobiana



utilizando o pool catiénico ap6s troca anibnica e o pico eluido com 0,35 M de NacCl
apoOs troca catibnica, para as bactérias fitopatogénicas Ralstonia solanacearum
(gram-negativa) e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (gram-
positiva), mostrando inibicdo parcial e total para os extratos apos troca anibnica e
catidnica, respectivamente. Paralelamente, analises de espectrometria de massa
com os extratos obtidos apos RP-HPLC indicaram a presenca de peptidio de 1 a 9
kDa e de proteina de massa maior que 20 kDa, em regides do perfil
cromatografico correspondentes a eluicAio em concentragdes inferiores e
superiores a 40% de acetonitrila, respectivamente. Outros picos peptidicos
sintetizados durante a germinagdo por 48, estdo sendo submetidos a anélises de
espectrometria de massa, seqlenciamento e testes antimicrobianos, visando

selecionar peptidios efetivos contra fitopatégenos de interesse.
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ABSTRACT

BARBOSA, Meire de Oliveira, M.S., Universidade Federal de Vigosa, July of 2004.
Purification and Antibacterial Activity of Synthesized Peptides During the
Germination of Soybean Seeds (Glycine Max [L.] Merrill). Adiver: Maria
Cristina Baracat Pereira. Committee Members: Elizabeth Pacheco Batista
Fontes and Reginaldo da Silva Romeiro.

Antimicrobial peptides (AMPSs) they are produced by animals, plants, insects
and other organisms as strategy of efficient, flexible defense, with minimum
consumption of energy and biomass, in function of its small size. In plants, they
were identified ten families of AMPs as part of the constituent barrier of defense of
the plant, with molecular masses that vary of 2 to 9 kDa. This work aiming t to
identify and to purify peptides of soybean seeds synthesized during the
germination and to evaluate the antibacterial activity, objectifying the development
of defensive agricultural natural and agents antimicrobial for the pharmaceutical
and veterinary industries. Soybean of seeds of the variety UFV 16 (Glycine max
[L.] Merrill) they were germinated by 24, 48, 72 and 96 h, triturated in the
proportion of 1:2,5 using Tris-HCI buffer 0,1 M, pH 7,0 contends EDTA, PMSF and
benzamidine. The no germinated seeds were triturated and added of phosphate of
sodium buffer 25 mM in the proportion of 1:5, containing KCL, EDTA, thiourea,
PMSF and benzamidine. . Both obtained extracts were maintained under agitation
and ice-bath in refrigerator for 2 h, and centrifuged . As the first step of purification
procedure, protein extracts were recovered after ammonium sulfate precipitation
and centrifugation, heating up to 80°C/15 min for precipitation of proteins and a
new centrifugation. Anion-exchange chromatography was followed in column
DEAE-Sepharose using Tris-HCI buffer, 25 mM, pH 7.0 in equipment type FPLC.
The obtained cationic pool was submitted to the cationic exchange cromatography
in column CM Sepharose using MES buffer 25 mM, pH 6,0, in equipment type
FPLC, and a fraction were recovered in NaCl 0,35 M, that was submitted to a C18-
RP-HPLC. The obtained RP-HPLC profiles of the germinated and no-germinated
seeds were compared each other and two different groups of proteins were
observed when seeds were germinated by 48 h, if compared with no-germinated

seeds, indicating expression of different proteins. Tests of antimicrobial activity
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were realized using the anionic-exchange pool and the cationic exchange-pool,
against the plant pathogens Ralstonia solanacearum (Gram-negative) and
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Gram-positive), showing partial-
or full-inhibition, respectively . Simultaneously, analysis of mass spectrometry with
the C18-RP-HPLC extracts shows peptides (1 to 9 kDa) and proteins (20 kDa in
areas of the profile cromatography corresponding to the eluted in inferior and
superior concentrations at 40% of acetonitrile). Other peptide fractions were
submitted to the mass spectrometry analysis, amino acids-sequence
determination, and antimicrobial test, aiming to select effective peptides to control

important plant patogens of commercial interest.
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1 - INTRODUCAO

Os organismos, incluindo-se plantas e animais, estdo continuamente
expostos a multiplos patégenos potenciais, adquiridos por meio de ingestao,
contato com superficies infectadas e inalagéo, durante toda a vida. Entretanto, as
infeccdes microbianas que ameacam os individuos ndo ocorrem freqlientemente,
0 que pode ser explicado pelo elevado niumero de mecanismos efetivos que
restringem o crescimento microbiano no interior dos tecidos.

Peptidios antimicrobianos sao produzidos por animais, insetos e plantas,
dentre outros organismos, como uma estratégia de defesa eficiente, flexivel e com
consumo minimo de energia e biomassa, em funcdo de seu pequeno tamanho.
Em vegetais, foram identificadas dez familias de peptidios antimicrobianos, como
parte da barreira constitutiva de defesa da planta, com massas moleculares
variando de 2 a 9 kDa.

A resisténcia aos agrotdoxicos desenvolvida pelos microrganismos
fitopatogénicos de importancia agronémica é considerado um fator limitante na
eficacia e na vida (til das mais variadas estratégias de controle de doencas
vegetais. Diversos fungos tém desenvolvido estratégias de resisténcia contra os
fungicidas disponiveis comercialmente. Nos Ultimos anos, tem-se constatado que,
mesmo fungicidas de amplo espectro de acéo, como o Benomyl, tornaram-se alvo
de resisténcia.

Os produtos naturais diversos, podendo-se incluir aqui os peptidios
antimicrobianos, representam uma rica fonte de compostos a serem explorados
na selecdo de novos agentes de defesa para a agroindustria. Como principais
caracteristicas destes produtos naturais, podem-se citar a baixa toxicidade para
humanos e vida selvagem, o baixo impacto ambiental, a presenca de baixa
quantidade de residuos em alimentos e a compatibilidade com o0 manejo integrado
de peste, 0 que é de especial importancia para o controle de pragas e doencas de
plantas.

Outro fator relevante sado as doencas infecciosas, as quais estao entre as
principais causas de morte da populacdo humana. Esse fato € causado, em
grande parte, pelo surgimento de microrganismos multi-resistentes aos

antibioticos. Portanto, apesar da disponibilidade de um grande numero de



antibioticos de ultima geracéo, torna-se ainda fundamental a busca por compostos
gue possam atuar como novas drogas a serem utilizadas no combate as doencas
infecciosas. Os peptidios antimicrobianos vém sendo entdo avaliados como
agentes terapéuticos para uso em humanos e também para animais, a
semelhanca de antibiéticos. Entretanto, pouco se conhece sobre a forma de
penetracdo, a toxicidade potencial e o custo de producado destes peptidios ou de
compostos anélogos.

O uso de novas tecnologias para o desenvolvimento de drogas mais
eficazes constitui uma estratégia promissora no campo da biotecnologia, ja que
novas classes de moléculas naturais e/ou sintéticas poderdo ser utilizadas como
defesa dos organismos.

Este trabalho teve como objetivo identificar e purificar peptidios
antimicrobianos sintetizados durante a germinacéo de sementes de soja, visando
sua caracterizacao bioquimica e estrutural para posterior utilizacdo desses como

defensivos naturais para plantas e agentes antimicrobianos para animais.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Peptidios antimicrobianos

Muitos organismos eucariéticos apresentam mecanismos que restringem o
desenvolvimento de microrganismos dentro de seus tecidos (Zasloff, 2002). Uma
estratégia de defesa que envolve a producdo de pequenos peptidios contra
microrganismos € reconhecida de longa data e muito difundida entre os
organismos. Estes peptidios com caracteristicas antimicrobianas, podem ser
prontamente sintetizados de uma maneira flexivel e com um consumo minimo de
energia e biomassa em funcdo de seu tamanho pequeno, sendo no geral

originados pelos mecanismos de defesa (Broekaert et al., 1995; Zasloff, 2002).

2.1.1 - Classificacdo dos peptidios antimicrobianos

Peptidios antimicrobianos de varias espécies vivas diferem amplamente no
tamanho, na composicdo de aminoacidos e no padrdo de enovelamento
(Thevissen et al., 2000), que séo reflexos de diferencas na sua sequéncia
primaria, seja por mudancas nas posi¢coes dos residuos, niumero de ligacGes
dissulfeto e ndmero de residuos de aminoacidos constituintes. Uma analise do
perfil de atividade biolégica destes peptidios indicou que existe alta variabilidade,
nao sendo facil generalizar sua classificacdo com base no comprimento de
cadeia, carga e presenca ou auséncia de ligacbes dissulfeto (Hancock et al.,
2002). Muitos desses peptidios possuem ampla atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas e/ou gram-negativas, fungos, virus ou protozoarios
(Thevissen et al., 1996).

Uma classe de peptidios antimicrobianos corresponde a pequenos
peptidios lineares (20 a 40 aminoacidos) que formam a-hélice anfipatica. Esses
peptidios se associam com os lipidios da membrana das células-alvo, formando
0s canais ionicos. Esta classe € bem representada pelas cecropinas presentes
nas hemolinfas de muitos invertebrados, em respostas a injurias ou infecgdes, e
pelas magaininas, secretadas por glandulas da pele de anfibios (Broekaert et al.,

1997). Os peptidios lineares também podem ser ricos em um determinado tipo de



aminoacido, tais como prolina, histidina e triptofano, tendo como exemplo, a
indolicidina bovina (Rozek et al., 2000).

Uma segunda classe de peptidios antimicrobianos €& formada pelos
peptidios ricos em cisteina, que apresentam um padrdo de estrutura
tridimensional complexa estabilizado por cisteinas, predominando estruturas
folhas b antiparalelas. Esta numerosa classe envolve peptidios diferindo no
comprimento, nimero de cisteinas, numero de ligacGes dissulfeto ou padréo de
enovelamento (Boman, 1995).

A maioria dos peptidios antimicrobianos isolados contém quatro, seis ou
oito cisteinas, apresentando pontes dissulfeto, o que Ihes confere alta
estabilidade. Embora pouco estudados, esses peptidios aparentam exercer efeito
antimicrobiano em membrana plasmatica (Broekaert et al., 1997).

Todos os peptidios antimicrobianos séo derivados de grandes precursores,
incluindo uma sequUéncia sinal. Modificagdes pbs-traducionais, incluindo
processamento proteolitico e, em alguns casos, glicosilacdo (Bulet et al., 1993),
amidacao carboxi-terminal, isomerizacdo aminoacidica (Simmaco et al., 1998) e
halogenacédo séo importantes para o rearranjo final dos peptidios (Zasloff, 2002,
citando varios autores). Um padrdo complexo de modificagdes envolve a
ciclizacdo de dois pequenos peptidios, levando a formacdo de um peptidio
completamente circular, a a-defensina isolada de neutréfilos de macaco Rhesus
(Tang et al., 1999). Alguns peptidios sao originados por protedlise de grandes
proteinas, como a buforina Il, originada da histona 2A, e a lactoferricina, originada
da lactoferrina (Zasloff, 2002, citando vérios autores).

2.1.2 - Peptidios catidnicos e aniénicos

Peptidios catibnicos sdo importantes componentes da defesa de todas as
espécies de vida (Hancock, 2000). Esses peptidios podem ter uma surpreendente
variedade de atividades, incluindo acdo contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas, amplo espectro antifingico e antiviral, capacidade de eliminar células
neoplasicas (atividade anti-cancerigena) e uma variedade de outras atividades

que incluem a atividade quimiostatica, anti-endotéxica e cicatrizante. Essas



caracteristicas fornecem as bases para a construcdo de plantas e animais
transgénicos resistentes a doencas (Hancock et al., 1998; Hancock et.al, 2002).

Os peptidios anidnicos sdo pouco conhecidos e foram inicialmente isolados
de pulmdes de anfibios. Foram descritos trés pequenos peptidios (721,6 Da,
823,7 Da e peptidios hidrofilicos contendo regidées homopoliméricas com cinco a
sete residuos de acido aspartico), que podem ser produzidos no epitélio
respiratério com atividade antimicrobiana contra Pasteurella heomolytica na
presenca de Zn?* (Kalfa, 1999; Lai, 2002). Os peptidios aniénicos também existem
naturalmente como parte do sistema de defesa inata de anfibios, e seu espectro
antimicrobiano e mecanismo de acdo ainda ndo sado bem estabelecidos (Lai,
2002).

2.1.3 - Peptidios de animais

Diferentes tipos de peptidios antimicrobianos, e de varias classes, podem
estar presentes em um Unico animal. Existem possiveis razbes para essa
variacao:

» O espectro de acdo antimicrobiana de alguns peptidios tende a ser
incompleto, sendo entdo necessaria a sintese de outros peptidios com
acao complementar;

> Diferentes peptidios trabalham em sinergismo contra microrganismos;

» Muitos peptidios podem apresentar outros tipos de atividade n&o
antimicrobiana, como  anti-endotdxica, quimiostatica e  pro-
antiinflamatoria dentre outras.

Os peptidios tendem a ser produzidos por diferentes tipos de células, de
maneira que estes tecidos induzem diferentes graus de expressao aos peptidios
de interesse naquelas células e naquele momento fisiolégico (Hancock, 2000).

Os peptidios antimicrobianos de animais representam a primeira barreira
de defesa do organismo. Quando as células da mucosa dos epitélios de
revestimento dos tratos gastrointestinal e respiratério produzem os peptidios,
estas moléculas sdo efetivas como parte da resposta imune. Como
representantes, podemos citar as defensinas de mamiferos com massas

moleculares de 3,5 a 4,5 kDa, que sédo produzidas de maneira induzida, em



resposta a ataques de patdgenos, por varias células especializadas nos corpos
dos mamiferos (Lehrer et al., 1993; Ganz e Lehrer, 1994). Podemos citar também
as catelicidinas, que sdo abundantes em mamiferos e séo originadas de proteinas
precursoras do dominio inibidor amino-terminal da catepsina L (catelina) (Lehrer e
Ganz, 2002). Os humanos produzem somente uma catelicidina, a LL-37,
composta por 37 aminoacidos e encontrada em varios epitélios e em neutrofilos,
que atuam como uma primeira barreira de defesa (Hiemstra, 2001).

Os peptidios antimicrobianos vém também sendo avaliados como agentes
terapéuticos em animais e humanos (Ganz e Lehrer, 1999), a semelhanca dos
antibioticos em uso. Estudos de peptidios antimicrobianos provém novas
possibilidades para o tratamento de doencas ja que a dindmica de interacdes
entre microrganismo e hospedeiro sdo bastante complexas. Os peptidios
antimicrobianos de eucariotos superiores diferem estruturalmente dos antibiéticos
convencionais produzidos por bactérias e fungos e com isso oferecem novas
possibilidades de compostos farmacéuticos, podendo estes ser efetivos contra o
aumento da resisténcia microbiana (Ganz e Lehrer, 1999).

2.1.4 - Peptidios de insetos

Os insetos sao particularmente resistentes a microrganismos. Seu sistema
de defesa atua desencadeando um conjunto de reacodes, incluindo-se a producéao
de moléculas citotoxicas, a fagocitose de bactérias ou a encapsulacdo de
parasitas grandes pelas células da hemolinfa, e ainda a sintese induzida de um
conjunto de peptidios ou proteinas secretados na hemolinfa, onde atuam
sinergisticamente, visando destruir os organismos invasores (Hoffmann, 1995).

O sistema de defesa dos insetos hospedeiros compartilha varias
caracteristicas basicas com o sistema de resposta da fase aguda de mamiferos
infectados, especialmente ao nivel do controle de expressao génica de proteinas
e peptidios envolvidos na defesa (Hoffmann, 1995). Os diversos peptidios
antimicrobianos de insetos podem ser agrupados em quatro classes, segundo
Papagianni (2003):

(1) as cecropinas, peptidios catibnicos com 31 a 39 residuos de

aminoacidos (nove residuos de cisteina) e uma regido de a-hélice anfipatica



(Papagianni, 2003). Estes peptidios atuam especialmente sobre bactérias gram-
negativas e possuem acao antibitica ao nivel de membranas dos
microrganismos, pois apresentam propriedades formadoras de canais e podem
permeabilizar a bicamada lipidica (Schroder, 1999);

(2) peptidios catidnicos ricos em prolina, com 2 a 4 kDa, sendo
representados pelas apidaecinas, abaecina e drosocina (Papagianni, 2003). Estes
sdo também primariamente ativos contra bactérias gram-negativas, apresentando
alguns representantes efetivos contra bactérias gram-positivas (Schréder, 1999).

(3) peptidios ricos em glicina de 8 a 30 kDa, representados pelas
diptericinas, atacinas, sarcotoxina Il e coleoptericina (Papagianni, 2003).

(4) defensinas de insetos, compostas de 38 a 43 residuos de aminoacidos
e trés ligacbes dissulfeto, sendo moléculas moderadamente catibnicas e que
afetam primariamente bactérias gram-positivas. Sao expressas constitutivamente
em niveis basais ou sdo produzidas pelos corpos lipidicos de maneira induzida
em resposta a ataques de patdgenos, e entdo secretadas na hemolinfa dos
insetos (Hoffmann e Hétru, 1992; Schroder, 1999). Como mecanismo de defesa,
as defensinas de insetos sdo capazes de induzir a formacdo de canais
dependentes de voltagem em membranas citoplasmaticas de Micrococcus luteus,
que levam a um rapido efluxo de potassio e de outros ions (Cociancich et al.,
1993).

Sapecinas também inibem canais de K* ativados por Ca?*, sugerindo a
existéncia de outras funcbes envolvendo células hospedeiras, talvez néo
relacionadas a atividade antibacteriana (Gillesie et al., 1997). Um Unico inseto &
capaz de sintetizar um conjunto de proteinas e peptidios antibacterianos que séo
secretados na hemolinfa, o que permite um curto periodo de protecéo antes que a

nova infec¢éo ocorra.

2.1.5 - Peptidios de plantas

Nos ultimos anos, novos peptidios com atividade antimicrobiana tém sido
isolados de plantas e, em particular, de sementes (Carvalho et al., 2001). Os

peptidios antimicrobianos sdo considerados de grande importancia na defesa de



plantas como parte da barreira constitutiva pré-existente, e também como
resposta induzida por infeccao (Garcia-Olmedo et al., 1998; 2001).

Os peptidios antimicrobianos vegetais apresentam grande potencial como
compostos a serem explorados comercialmente como agentes antimicrobianos

naturais, especialmente antifingicos (Knight et al., 1997).

2.2 - Mecanismos de defesa em vegetais

Nas ultimas décadas, muitos esforcos tém sido realizados no sentido de se
elucidar quais mecanismos de resisténcia séo utilizados pelas plantas para se
defenderem ou para evitarem o ataque por parte de seus agressores (Harborne,
1982; Cornelissen e Melchers, 1993).

Diversos mecanismos de defesa séo ativados em resposta ao ataque de
agressores em plantas denominados defesas induzidas. As plantas possuem
também as defesas pré-existentes ou constitutivas que ja se encontram na planta
antes do ataque do patégeno e fazem parte do seu desenvolvimento normal
(Garcia-Olmedo et al., 1998; 2001). Ambas as formas de defesa, induzidas e pré-
formadas, podem ainda ser divididas em quimicas e fisicas. As defesas quimicas
podem ser de origem ndo protéica, como 0S componentes o0rganicos:
fitoanticipinas e fitoalexicinas, tendo como exemplo as saponinas, os glicosideos
cianogénicos, os glicosinolatos e os flavonéides (Mansfield,1983), e de origem
protéica, como as enzimas hidroliticas (Mauch et al. 1988; Gomes et al. 1996),
dentre outras proteinas (Shewry e Lucas, 1997) e os peptidios antimicrobianos
(Almeida et al., 2000).

Vérias classes de proteinas tém sido implicadas nos mecanismos de
defesa de plantas contra patdégenos e insetos, sejam elas induzidas ou
constitutivas. A grande maioria atua por deteccao direta do patdégeno ou herbivoro
agressor, exibindo atividades antimicrobianas e/ou anti-insetos (Broekaert et al.,
1992; Gomes e Xavier-Filho, 1993; Shewry e Lucas, 1997). As sementes de
plantas, por exemplo, apresentam um grande nimero de proteinas de defesa
depositadas durante a sua formacdo, e que fazem parte do desenvolvimento
normal da planta. Dentre elas, encontramos principalmente quitinases, b-1,3

glucanases, lectinas, Vvicilinas, albuminas 2S e diferentes peptidios



antimicrobianos (Raikhel et al., 1993; Osborn et al., 1995; Kader, 1996; Xavier-
Filho, 1996; Shewry e Lucas, 1997; Wang et al., 2001). Peptidios com
propriedades antimicrobianas estdo presentes em todas as espécies de plantas,
podendo ocorrer em todos os 6rgaos vegetais. A superexpressdo de alguns
peptidios promove o aumento na tolerancia das plantas a patdgenos e, ainda,
gera patdégenos mutantes sensiveis aos peptidios, apresentando viruléncia
significativamente menor nos tecidos de plantas em que os peptidios estédo

presentes (Garcia-Olmedo et al., 1998, citando varios autores; Schréder, 1999).

2.2.1 - Diversidade e classificacdo dos peptidios de

vegetais

Em funcdo da grande diversidade de peptidios antimicrobianos de origem
vegetal, verifica-se que a real funcdo de defesa de um peptidio na planta podera
somente ser demonstrada apds avaliacdo de um conjunto de observacdes de
diversas naturezas, sendo que nenhuma das quais sera conclusiva por si soO.
Alguns critérios a serem observados sdo a atividade antimicrobiana in vitro, a
distribuicdo do peptidio no organismo, a concentracdo antes e apos a infeccédo, a
expressao génica e correlagéo entre nivel de expresséo e controle de sintomas, e
diferencas de resisténcia dos patégenos aos peptidios em relagdo a viruléncia.
Um progresso consideravel tem sido alcancado na identificacdo de peptidios
antimicrobianos em plantas com base nestes critérios (Garcia-Olmedo et al.,
1998).

De acordo com Hancock e colaboradores (1998), os peptidios
antimicrobianos de plantas séo tipicamente catibnicos, compostos por moléculas
anfipaticas que contém de 12 a 50 residuos de aminoacidos, com carga liquida
positiva variando de +2 a +7 em funcdo de um excesso de aminoacidos basicos.
Esses peptidios podem ser produzidos constitutivamente ou induzidos somente
apos a infec¢do ou injuria. Em geral, pelo menos 50% dos aminoacidos sao
hidrofébicos, um fato refletido na interacdo dos peptidios com a membrana das
bactérias como parte do mecanismo de acgéo.

Em relacdo a seu pequeno tamanho e aspectos fisico-quimicos comuns, os

peptidios antimicrobianos catiénicos tém estrutura tridimensional complexa.



10

Peptidios das classes mais comumente encontrados sdo formados por
associacOes de folhas b, estabilizadas por duas a quatro ligagbes dissulfeto,
algumas vezes associadas a um dominio a hélice. Apesar dos peptidios
antimicrobianos possuirem grande diversidade estrutural, certamente eles
apresentam um padrao estrutural comum (Hancock et al., 1998; Hancock, 2000).

Baseado na homologia da estrutura primaria, peptidios antimicrobianos de
plantas podem ser classificados em 10 familias com massas moleculares que
variam de 2 a 9 kDa, sendo denominadas: Tioninas, Defensinas, Proteinas de
Transferéncia de Lipidios, Peptidios semelhantes-a-haveina, Peptidios
semelhantes-a-n6s, MBP1, IbAMP, Snakinas, Sheferdinas e Peptidios
macrociclicos (Broekaert et al., 1997, Garcia-Olmedo et al., 1998; Garcia-Olmedo
et al., 2001). Informacdes da estrutura tridimensional tém sido obtidas para um ou
mais membros dessas familias (Broekaert et al., 1997).

As Tioninas correspondem ao primeiro grupo de peptidios identificado com
atividade antimicrobiana contra patégenos (Fernandez de Caleya et al., 1972). As
Tioninas representam uma familia de peptidios antimicrobianos altamente
basicos, ricos em cisteina, contendo 45 a 47 residuos de aminoacidos, que
ocorrem em diversas espécies de plantas. Elas podem ser encontradas em varios
orgados de plantas, como em endospermas de sementes, caules, raizes e em
folhas quando sé@o atacadas por patdgenos (Thevissen et al., 1996). Baseado na
estrutura de suas ligacdes dissulfeto, podem ser classificadas em trés grupos: o
primeiro grupo, com quatro ligagdes dissulfeto, que inclui os grupos | e Il, o
segundo grupo com trés ligacOes dissulfeto (tipos Ill e IV) e um terceiro grupo
contendo duas das ligacdes dissulfeto que aparecem nos grupos anteriores mais
uma nova em posi¢cao diferente (Garcia-Olmedo et al., 1998). As Tioninas sao
toxicas para bactérias gram-positivas ou gram-negativas, fungos, leveduras ou
diferentes tipos de células de mamiferos (Thevissen et al., 1996; Schroéder, 1999).
A toxidez ocorre por interacdo eletrostatica das tioninas com fosfolipidios de
membrana carregados negativamente, seguindo-se ou a formacdo de poros ou
interacdes especificas com dominios nas membranas que medeiam a transduc¢ao
de sinais celulares em eucariotos, gerando a liberacdo de compostos especificos
e a ativacao de enzimas especificas e de canais de célcio (Thevissen et al., 1996;
Garcia-Olmedo et al., 1998).
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As proteinas de transferéncia de lipidios (LTPs) correspondem a uma
familia de peptidios de 9 kDa, contendo de 90 a 95 residuos de aminoacidos, e
sdo encontradas em diversos tecidos de muitas espécies de mono e
dicotiledbneas. Estdo envolvidas em defesa de plantas, mas a principio foram
erroneamente consideradas como transportadores de lipidios entre organelas
(Terras et al., 1992; Molina et al., 1993; Segura et al., 1993; Garcia-Olmedo et al.,
1998; Carvalho et al., 2001).

A proteina haveina € abundante no latex de seringueiras e possui 43
residuos de amino4cidos. E um peptidio rico em cisteina/glicina, homélogo ao
dominio de ligacdo da quitina de muitas proteinas multidominios de plantas, e
homélogo a outros peptidios de dominio simples que tém atividade antimicrobiana
em plantas (Broekaert et al., 1992). Os peptidios antimicrobianos semelhantes-a-
haveina, extraidos de pimenta doce, conttm as mesmas quatro ligacbes
dissulfeto presentes na haveina, e apresentam estrutura contendo trés folhas b e
uma a-hélice que se liga as segunda e terceira folhas b (Garcia-Olmedo et al.,
1998).

Duas outras familias de peptidios antimicrobianos contendo quatro ligacées
dissulfeto foram relatadas: MBP-1, com 33 residuos de aminoacidos e extraido do
milho, e o grupo de peptidios de 20 residuos de aminoacidos, Ib-AMPs, isolados
de sementes de Impatiens balsamina (Tailor et al., 1997).

Os peptidios antimicrobianos com padrao de enovelamento semelhante-a-
nés (Knotin-like), denominadas knotinas, possuem de 36 a 37 residuos de
aminoacidos e trés ligacdes dissulfeto, e apresentam homologia com os peptidios
antimicrobianos semelhantes-a-haveina (Broekaert et al., 1990). Ambas as
familias de peptidios inibem uma ampla gama de fungos e bactérias gram-
positivas in vitro e suas atividades sao revertidas por cations bivalentes (Cammue
et al., 1992).

Uma nova familia de peptidios antimicrobianos contendo seis ligacdes
dissulfeto foi denominada snakinas (St-SN1) (Segura et al., 1999). Um peptidio
com 63 residuos de aminoacidos, ativo contra fungos e bactérias gram-positivas e
gram-negativas em concentracdes inferiores a 10 nM, foi extraido de batatas e
parece ter distribuicdo ubiqua, embora somente este membro da familia tenha
sido até entéo caracterizado.
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As defensinas foram inicialmente caracterizadas em insetos e mamiferos e,
mais recentemente, em plantas (Broekaert et al., 1995; Garcia-Olmedo et al.,
1998). As defensinas de plantas apresentam propriedades estruturais e funcionais
semelhantes as observadas em defensinas de insetos e de mamiferos. Estes
peptidios apresentam carga liquida positiva, sendo os peptidios antimicrobianos
ricos-em-cisteina mais bem caracterizados em plantas (Segura et al., 1998). Em
geral as defensinas de plantas possuem de 45 a 54 residuos de aminoacidos e
apresentam clara e limitada conservacédo na sequéncia de aminoacidos de todos
os membros desta familia, centrando-se em oito residuos de cisteina(Almeida et
al., 2000). Estes peptidios possuem quatro ligacGes dissulfeto e sdo enovelados
de forma globular, contendo trés estruturas folhas b antiparalelas e uma a-hélice
em paralelo as folhas b (Bruix et al., 1993; Thevissen et al., 2000). A estrutura em
a-hélice é conectada por duas ligacdes dissulfeto a terceira folha b, um motivo
estrutural inicialmente conhecido como a-hélice-estabilizada por cisteinas
(Kobayashi et al.,, 1991), mas atualmente descrito como a-hélice-folha-b
estabilizadas por cisteina (Kushmerick et al., 1998), motivo que ocorre
frequentemente nas defensinas de insetos.

Dentre as duas novas familias de peptidios antimicrobianos mais
recentemente descritas, a primeira corresponde as sheferdinas, que séo peptidios
lineares ricos em glicina/histidina, foram isoladas de raizes de uma planta
conhecida como Shepherd’s purse (Capsella bursa-pastoris), possuem de 28 a 38
residuos de aminoécidos e sdo ativas contra bactérias e fungos (Park et al.,
2000). A segunda familia sdo os peptidios macrociclicos, purificados de diferentes
plantas da familia Rubiaceae (café e outras plantas tropicais) durante pesquisas
qgue buscavam componentes anti-HIV, e possuem de 29 a 31 residuos de
aminodcidos, duas ligacdes dissulfeto e sao ativos contra bactérias gram-positivas
(Tam et al., 1999).

A Tabela 01 sumariza as classes de peptidios antimicrobianos vegetais
descritas e fornece informacdes das diferentes caracteristicas estruturais e

espectro de acdo antimicrobiana.
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Tabela 01 - Familias de peptidios antimicrobianos vegetais

Familia Numero de Ligacdes Sub- Atividades
residuos dissulfeto familias
LTPs 90-95 34 I-11 Bactéria e fungo
Snakinas 61-70 6 1-111 Bactéria e fungo
Defensinas 45-54 4 -V Bactéria e fungo
Tioninas 45-47 34 -V Bactéria e fungo
Peptidio semelhante a 43 4 | Bactéria Gram (+)
haveina (Havein-like) e fungo
Peptidio semelhante a 36-37 3 Bactéria Gram (+)
né (Knotinas) e fungo
Sheferdinas 28-38 0 (linear) I-11 Bactéria e fungo
MBP-1 33 2 | Bactéria e fungo
Peptidios Macrociclicos 29-31 3 1-111 Bactéria Gram (+)
Ib-AMPs 20 2 | Bactéria Gram (+)
e fungo

Fonte: Garcia-Olmedo et al., 2001.

2.3 - Mecanismos de acao dos peptidios antimicrobianos

Interacbes entre peptidios bioativos e membranas celulares € um
importante passo na ocorréncia de muitos processos celulares (Papo, 2003). Os
fatores determinantes dos mecanismos antimicrobianos desses peptidios estédo
relacionados as caracteristicas das membranas das células microbianas e a
natureza fisico-quimica do peptidio. Acredita-se que a atividade antimicrobiana e
a seletividade dos peptidios sejam determinadas pelo modo de interacdo dessas
moléculas com as membranas celulares dos microrganismos (Liang e Kim, 1999).

Os peptidios antimicrobianos séo frequentemente catibnicos, anfipaticos e
a maior parte é capaz de destruir as bactérias por permeabilizar sua membrana
celular. O modo de acao dos peptidios antimicrobianos catidbnicos mostra que
estes peptidios agem na membrana do citoplasma, e estes tendem a formar
canais (Papagianni, 2003). A carga positiva, presumivelmente, facilita interagdes
com os fosfolipidios de membrana, negativamente carregado e/ou o contetdo
acido da parede celular de bactérias, enquanto o carater anfifilico possibilita a

permeabilizacdo na membrana (Papagianni, 2003). Esse fato aparentemente
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ocorre em funcéo de os peptidios possuirem uma afinidade trés vezes maior por
essas membranas do que com os céations bivalentes nativos como Ca*™* ou Mg*™.
Assim, a propriedade de barreira seletiva da membrana é destruida e a célula
bacteriana fica exposta a passagem de uma grande variedade de moléculas,
incluindo compostos hidrofébicos, pequenas proteinas e/ou compostos
antimicrobianos, e, 0 mais importante, a importacdo do proprio peptidio que
causou o efeito perturbador no envoltério celular. Esse mecanismo explica como
0s peptidios catidnicos ligam-se e inibem a endotoxemia e como eles podem ser
utilizados sinergisticamente aos antibiéticos convencionais (Cristensen et al.,
1988; Tejada et al., 1995).

A especificidade na interacdo dos peptidios com as membranas gera
diferencas em sua eficacia. Alguns peptidios sdo especificos para bactérias gram-
positivas porque ndo possuem a capacidade de criar um sistema de transporte
proprio, necessario para a atividade bactericida contra gram-negativas
(Cristensen et al., 1988; Tejada et al., 1995). A morte de bactérias gram-positivas
ou gram-negativas esté ligada a formacgéo de canais na membrana citoplasmatica
(Liang e Kim, 1999). Os agregados moleculares formam um aglomerado com sua
face hidrofobica voltada para o interior da membrana, e sua face hidrofilica
voltada para o meio extracelular e para o interior do citoplasma ou para o espaco
interplasmatico, formando um canal. Tendo a integridade da membrana destruida,
a célula morre (Liang e Kim, 1999, Zasloff, 2002). Alternativamente, os peptidios
antimicrobianos podem se ligar a um receptor da membrana, levando a uma
perda especifica de sua funcdo. Além disso, ao se translocarem através da
membrana, essas moléculas podem atuar intracelularmente, impedindo a sintese
de metabdlitos importantes para o microrganismo. Por atuarem em diferentes
compartimentos celulares, esses compostos tornam-se candidatos promissores
ao desenvolvimento de drogas importantes no combate a patdégenos resistentes
aos antibiéticos convencionais (Lohner, 2001; Zasloff, 2002) (Figura 01).

A capacidade de formar canais é favorecida pelo grande potencial da
membrana, pelo alto nivel de lipidios negativamente carregados, pela auséncia de
lipideos catidnicos e colesterol, que séo caracteristicas da célula bacteriana. As
células eucaribticas, por outro lado, tém baixo potencial de membrana, altos
niveis de colesterol e uma quantidade modesta de lipideos anidnicos (Figura 02)

(Zasloff, 2002), o que torna o peptidio especifico para a acdo contra procariontes.
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Figura 01 - Modelo de mecanismo de acdo de peptidios antimicrobianos (Shai-
Matsuzaki-Huang; citado por Zasloff, 2002). a, Aproximacéao e ligacao
do peptidio com a membrana externa de uma bactéria; b, Interacéo e
inicio da insercao do peptidio catibnico na membrana externa de uma
bactéria; c, Estadgio de formacdo dos poros e/ou infiltracdo; d,
Transporte de lipidios e peptidios para face interna; e, Difusdo dos
peptidios até alvo de acdo (alguns casos) e, f, Colapso da membrana
e destruicdo da célula alvo. Lipidios com grupos de cabeca
carregados negativamente (amarelo) e lipidios neutros (preto).

O mecanismo de acdo das defensinas vegetais, bem como de outros
peptidios com atividade antimicrobiana, ainda ndo € completamente entendido,
embora varios estudos indiqguem que a acdo de peptidios ocorre no geral por
alteracao da permeabilidade de membranas (Boman,1998; Thevissen et al.,2000).

A interacdo dos peptidios com o0s microrganismos € mediada por
fosfoglicerideos de membranas como fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina.

Muitos estudos tém sido realizados para tentar entender o mecanismo de acéo
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Figura 02 - O alvo nas membranas dos peptidios antimicrobianos e as bases da
especificidade (Zasloff, 2002) .

das defensinas de plantas. Thevissen e colaboradores (1996 e 2000) mostraram
que a defensina Dm-AMP1 de semente de délia (Dahlia merckii) induz uma série
de respostas relativamente rapidas nas membranas de fungos, incluindo um
aumento no efluxo de K*, no influxo de Ca®, no influxo de pigmentos
fluorescentes e mudancas no potencial de membrana.

O mecanismo de acao sugerido por Thevissen e colaboradores (2000)
mostra que 0 primeiro passo necessario para a inibicdo do crescimento dos
fungos devera ser a ligacdo das defensinas das plantas a sitios nha membrana
plasmatica das hifas dos fungos. Interagcdes com esses sitios de ligacdo deverao
ser capazes de inserir as defensinas de plantas na membrana plasmatica,
afetando entdo a estrutura da membrana e a permeabilidade a certos solutos,
como Ca®* e K*, alguns dos quais tém papel importante no crescimento e

desenvolvimento dos fungos.
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2.4 - Aplicacbes e aspectos gerais dos peptidios

antimicrobianos

Os peptidios antimicrobianos apresentam um potencial consideravel para
uma variedade de aplicacdes terapéuticas para diferentes organismos (Aumelas
et al.,, 1996). Uma das principais aplicacdes destes peptidios antimicrobianos é
que estes compostos, em geral, ndo apresentam problema de resisténcia
microbiana se comparados a varios medicamentos existentes. As diferentes
estruturas de peptidios antimicrobianos indicam a possibilidade de que alguns
destes compostos poderdo ser usados como agente antimicrobiano, a
semelhanca dos antibidticos disponiveis comercialmente. Entretanto, pouco se
conhece sobre a forma de penetracdo, toxidez potencial e custo de producdo
(Ganz e Lehrer, 1999). Apesar de nao se conhecer claramente os mecanismos de
acdo, os peptidios tém mostrado expressiva atividade in vitro contra
microrganismos resistentes a antibidticos convencionais. Em torno de 700
moléculas de peptidios sdo conhecidas, enquanto milhares de variantes sintéticos
poderiam ser quimicamente produzidos (Hancock et al., 2002).

Os mas potentes peptidios antimicrobianos identificados, que sao capazes
de eliminar bactérias susceptiveis in vitro, necessitam de concentracdes que
variam de 0,25 a 0,4 ng.mL™. Apesar de existirem antibiéticos mais potentes, os
peptidios possuem vantagens que incluiu a habilidade de eliminar células alvo
rapidamente enquanto que antibiéticos convencionais possuem amplo espectro
de acao e a atividade contra alguns patégenos resistentes em clinica (Hancock et
al., 1998).

Fungos fitopatogénicos de importancia agronémica sao considerados um
fator limitante na eficacia e na vida util das mais variadas estratégias de controle
de doencas (Heaney et al., 1994). Muitos géneros tais como Aspergillus, Botrytis,
Venturia, Ustilago, Marnaporte, Colletotrichum, Alternaria, Cercospora,
Cladosporium e Penicillium tém desenvolvido estratégias de resisténcia contra 0s
fungicidas (Steffens et al., 1996). Nos ultimos anos, tem-se constatado que
mesmo fungicidas de amplo espectro de acdo, como o Benomyl, tornaram-se alvo

de resisténcia (Tanaka et al., 1997).
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Para este fim, peptidios antimicrobianos vegetais apresentam grande
potencial como compostos naturais a serem explorados comercialmente, ja que
apresentam no geral baixa toxicidade para humano e para a vida silvestre, baixo
impacto ambiental, baixo nivel de residuos nos alimentos e permitem o manejo
integrado de pestes (Knight et al., 1997).

Nos ultimos anos, estima-se que perdas de alimento e de lucros apés acao
de fitopatégeno sejam de aproximadamente 20% do total mundial, mesmo com o
uso dos fungicidas comerciais disponiveis (Aumelas et al.,1996). Diante destes
dados, o0 uso de novas tecnologias para o desenvolvimento de drogas mais
eficazes constitui uma estratégia promissora no campo da biotecnologia, uma vez
que possibilitara iniciativa de prospeccao de novas classes de moléculas naturais
e/ou sintéticas, capazes de neutralizar ou de danificar o patégeno-alvo, ao invés
de inviabiliza-lo geneticamente, inibindo assim o desenvolvimento da resisténcia
(Heinemann et al., 2000).

As culturas comerciais de tomate, em especial, sdo altamente susceptiveis
ao ataque por diversos microrganismos de dificil controle, causando prejuizos
significativos na agricultura (Aumelas et al.,1996), o que poderia ser controlado
pelo uso de peptidios antimicrobianos. A bactéria Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis pode ser considerada um patégeno causador de uma das
doenca que mais lesa os tomateiros, causando consideravel prejuizo econémico
aos agricultores. Esta doenca causa cancro (lesdes) e murchadeira em toda a
extensao da planta (Gartemann, 2003). O sintoma de cancro tem aspecto de
lesGes alongadas no caule, profundas, lembrando uma rachadura. Ele é originado
de uma infeccao sistémica em decorréncia da invaséo da bactéria na planta, que
passa a se multiplicar nos feixes vasculares (Romeiro e Neto, 2001) (Figura 03).
Outra bactéria de importancia comercial é a Ralstonia solanacearum, que causa
murchadeira (Williams, 2003). O tomateiro afetado apresenta colapso dos tecidos
que parece afetar a funcionalidade dos vasos em se tratando de transporte, e
iISS0, aparentemente, contribui para murcha (Romeiro e Neto, 2001) (Figura 04).
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Figura 3 - Sintoma de cancro: Esquerda, génese do sintoma; Direita, cancro do
tomateiro (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis). Adaptado
de Romeiro e Neto, 2001.

Figura 4 - Murcha bacteriana do tomateiro, incitada por Ralstonia
solanacearum. Adaptado de Romeiro e Neto, 2001.
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A semente da planta é, em geral, o 6rgdo responsavel pela sua
propagacdo e dispersdo, e por isso carrega toda a informacdo genética
necessaria para a formagédo de um novo individuo (Xavier-Filho, 1993). Em virtude
desta importancia, acredita-se que o periodo de germinacdo seja muito critico, e
gue todos os mecanismos de defesa das plantas em germinacdo estejam
bastante ativos para assegurar sua propagacdo, incluindo uma importante
ativacao/expressdo de peptidios antimicrobianos. Estas caracteristicas, tornam
oportuna a busca por peptidios antimicrobianos em sementes durante a
germinacao.

Considerando a importancia comercial e nutricional do tomate, este
trabalho teve como objetivo a purificacdo e a identificacdo de diferentes peptidios
de sintetizados durante a germinacao de sementes de soja, que tenham atividade
contra importantes patdogenos de plantas de tomate. O objetivo maior corresponde
a utilizacdo desses peptidios como principios ativos no desenvolvimento de
defensivos naturais para tomateiros, soja e outras plantas, e ainda agentes

antimicrobianos para animais nas industrias farmacéuticas e veterinaria.
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3 - OBJETIVOS

Peptidios antimicrobianos vegetais vém sendo apontados como agentes de
defesa promissores para a identificacdo de principios ativos para a producédo
comercial de defensivos agricolas ou agentes antimicrobianos para as industrias
farmacéutica e veterinaria. Esse trabalho teve como objetivo maior identificar e
purificar peptidios antimicrobianos sintetizados por sementes de soja durante a
germinacao, que serao posteriormente avaliados como agentes para a defesa de
plantas ou de animais.

As estratégias utilizadas envolvem o uso de técnicas de fracionamento
salino, por temperatura ou cromatograficas, acompanhadas por avaliacdo com
SDS-PAGE-Tricina, a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos peptidios
purificados contra as bactérias Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis e
Ralstonia solanacearum, a determinacdo de massas moleculares dos peptidios
purificados pela técnica espectrométrica por Electron-spray, visando para sua
caracterizacao estrutural para uso posterior destes compostos como defensivos
agricolas naturais e agentes antimicrobianos para as industrias farmacéutica e

veterinaria.
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4 — METODOLOGIA

4.1 - Infra-estrutura

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular de
Plantas e no Laboratério de Purificacdo e Expressao de Proteinas, ambos no
BIOAGRO, na Universidade Federal de Vigcosa (UFV). As cromatografias de fase
reversa foram realizadas no Laboratério de Genética do Departamento de
Microbiologia, na UFV, e no Nucleo de Estrutura e Funcdo de Biomoléculas, no
Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, na
Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG). As andlises de
espectrometria de massa dos peptidios foram também realizadas no Nucleo de

Estrutura e Funcéo de Biomoléculas, na UFMG.

4.2 — Materiais

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados reagentes comuns
como bases, sais, acidos, alcoois, dentre outros, e alguns reagentes especificos,
como EDTA, MES, AgNOsg, tiouréia, reagentes para eletroforese, e outros, que
foram adquiridos de empresas como Sigma Chemical Co, MERCK, GIBCO BRL,
VETEC, Grupo Quimica, Amersham Pharmacia Biotec e BIORAD, ou outras de
gualidade equivalente.

O padrdo de massa molecular de ampla faixa, para eletroforese, foi
adquirido da BIORAD ou da Amersham Pharmacia Biotec.

Membranas de 0,45 nm e de 0,22 mm de poro, utilizadas para filtrar
solugcdes-tampéo para cromatografias e amostras a serem aplicadas nas colunas
cromatograficas, respectivamente, foram adquiridas da Millipore Corporation ou
de empresas com qualidade equivalente. Foram utilizadas ainda membranas de
didlise com volume de exclusdo 1.000 Da, adquiridas da Sigma Chemical Co.

As resinas cromatograficas, DEAE-Sepharose e CM-Sepharose, foram
adquiridas da Amersham Pharmacia Biotec. A coluna usada para a cromatografia
de fase reversa foi uma C;g (Shim-pack CLC-ODS-M) da Shimadzu.
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4.3 — Microrganismos

Os microrganismos utilizados para os testes de inibicdo de fitopatbgenos
foram gentilmente cedidos pelo Prof. Reginaldo da Silva Romeiro, coordenador do
Laboratério de Bacteriologia de Plantas e Controle Bioldgico, do Departamento de
Fitopatologia, na UFV. Foram utilizadas duas bactérias-teste, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis e Ralstonia solanacearum, como

representantes de bactérias gram-positivas e gram-negativas, respectivamente.

4.4 - Material vegetal: condicbes de germinacédo, coleta e

armazenamento da soja

Sementes de soja da variedade UFV16 foram gentilmente fornecidas pelo
Prof. Maurilio Moreira Alves, do Programa de Melhoramento de Soja, do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, na UFV. As sementes de soja
foram germinadas em papel Germtest, sendo este umedecido com a quantidade
de agua destilada equivalente a 2,5 vezes o seu peso. O papel contendo as
sementes foi enrolado e levado para a camara de germinacdo a 28°C, localizada
na Casa de Apoio do BIOAGRO, na UFV. As sementes foram coletadas apds 24,
48, 72 e 96 h de germinacédo, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -
80°C, para serem utilizadas posteriormente como fonte de peptidios, visando
identificar o tempo de germinacdo com maior sintese dos peptidios de interesse.
Também foram utilizadas sementes ndo germinadas de soja da mesma

variedade.

4.5 - Extracdo e purificacdo dos peptidios de sementes

maduras e germinadas de soja

A extracdo dos peptidios de sementes germinadas de soja foi realizada
conforme descrito por Terras e colaboradores (1992) e Segura e colaboradores

(1998), com modificacdes. As sementes germinadas por 24, 48, 72 e 96 h foram
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pesadas, transferidas para liquidificador, trituradas em nitrogénio liquido e
adicionadas de 2,5 volumes de tampédo de extracdo Tris-HCIl 0,1 M, pH 7,5,
contendo EDTA 10 mM, PMSF 1 mM e benzamidina 1 mM.

Sementes ndo germinadas de soja foram extraidas conforme descrito por
Terras e colaboradores (1992). As sementes foram moidas em moinho para
alimentos até a formacdo de uma farinha de fina granulacdo, seguindo-se a
adicdo do tampao de extracao, pH 7,4 (NaH,PO4, 10 mM; Na,HPO,4, 15 mM; KClI,
0,1M; EDTA, 2 mM; tiouréia, 2 mM; PMSF, 1 mM e benzamidina, 1 mM) na
proporcao de 1:5 (gramas semente : mL tampdao).

Os homogenatos obtidos de ambos os processos foram agitados por 2h a
4°C, centrifugados a 20.300g e 4°C, em centrifuga refrigerada Beckman Avanti
30. Os sobrenadantes obtidos foram precipitados com 35% de saturacdo de
sulfato de aménio sélido por 2 h. Apés centrifugacédo, o sobrenadante resultante
foi aquecido a 80°C por 15 min para a precipitacdo diferencial de proteinas e,
entdo, novamente centrifugado nas mesmas condi¢cdes. Os sobrenadantes foram,
a sequir, liofilizados em equipamento modelo Super Modulyo 501, marca
Edwards, para reducdo do volume, ressuspendidos em &agua deionizada e
dessalinizados por dialise em membrana de exclusdo 1000 Da.

Os processos de extracdo das sementes ndao germinadas e germinadas

estao resumidos no fluxograma a seguir (Figura 5).
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Precipitado - Descartar A/ Dialisar e Liofilizar

Cromatografias de troca idnica e de fase reversa

Figura 05 - Fluxograma dos procedimentos utilizados na purificacdo dos
peptidios presentes nas sementes ndo germinadas e germinadas

AAa cnin

4.6 - Cromatografia de troca anionica em DEAE-Sepharose

Os extratos protéicos de sementes de soja germinadas ou nao, obtidos
ap6s o0 aquecimento seletivo, foram dialisados, novamente liofilizados,
ressuspendidos em agua deionizada - Milli Q, filtrados em membrana de 0,22 pym
e utilizados como amostra na troca anidnica em coluna DEAE-Sepharose CL-6B,
com a capacidade idnica 0,130 - 0,17 mmol/mL (NaCl).mL™* e capacidade

dindmica de 120 mg HSAb.mL™ gel (Pharmacia Biotech), em equipamento tipo
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FPLC, modelo Biologic Workstation - Biologic Controler, marca BIORAD. A coluna
foi previamente equilibrada com tampédo Tris-HCI 25 mM, pH 7,0, e eluida
isocraticamente ao fluxo de 1,0 mL.min, sendo a presenca de proteinas no
eluato monitorada pela Azg. Para cada extrato protéico, foram realizadas trés
corridas cromatogréficas. A fracdo protéica ndo ligada a coluna foi eluida em
tampdo de equilibrio e correspondeu as proteinas basicas das sementes que
contém os peptidios catibnicos de interesse. As proteinas ligadas a coluna foram
eluidas no mesmo tampao adicionado de 1 M de NacCl, representando a fracdo de
proteinas anibnicas, que estdo sendo reservadas para posterior avaliagdo. Foram
coletadas fracGes de 1,0 mL, em coletor de fracdes do tipo 2128 da BIORAD.

As fracdes protéicas nado ligadas a coluna foram reunidas formando um
pool, que foi liofilizado e ressuspendidos em &gua deionizada - Milli Q,

dessalinizado em membrana de 1.000 Da e novamente liofilizado.

4.7 - Cromatografia de troca catibnica em CM-Sepharose

Com o objetivo de separar grupos de proteinas catidnicas, o pool de
proteinas bdsicas obtido da cromatografia de troca anidnica foi filtrado em
membrana de 0,22 um e 6% do volume total (250 ni) do pool foram submetidos a
cromatografia de troca catibnica em coluna CM-Sepharose FF, com capacidade
ibnica de 0,09-0,13 mmol.mL™* (Na).mL* e capacidade dindmica de 50 mg
RNAse.mL™ gel (Pharmacia Biotec). A coluna foi equilibrada com tamp&o MES 25
mM, pH 6,0. As proteinas de interesse, que representam a fracéo ligada a coluna,
foram eluidas ao fluxo de 1,0 mL.min™, em um gradiente descontinuo de NaCl (0
a 1 M), monitoradas automaticamente pelos valores de Azgp em equipamento do

tipo FPLC. Foram coletadas fracdes de 1,4 mL.

4.8 - Cromatografia de fase reversa em Coluna Cyg

As fracOes ricas em peptidios basicos, eluidas da cromatografia de troca
anibnica e de troca catibnica, foram aplicadas em uma coluna de fase reversa
C1s-Shim Pack, CLC-ODS, 25 cm, previamente equilibrada na solugao A, ao fluxo

constante de 1,0 mL.min* e & temperatura ambiente, em equipamento HPLC, tipo
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LC-10i, marca Shimadzu. As proteinas foram separadas em gradiente
descontinuo de acetonitrila, sendo a solucéo A (solucao de equilibrio) formada por
TFA 0,1% e a solugcdo B, por TFA 0,1% e acetonitrila 80%. A eluicdo dos
peptidios na coluna foi acompanhada automaticamente pelos valores de A4 €
Azgo € as fracles peptidicas obtidas foram liofilizadas e utilizadas para os ensaios
de atividade antimicrobiana contra fitopatégenos e para determinacdo das massas

moleculares.

4.9 - Testes de inibicdo dos patégenos

A avaliacdo da inibicdo de bactérias fitopatogénicas em presenca dos
peptidios parcialmente purificados ou purificados foi determinada pelo Teste de
Leitura de Microplacas, proposto por Broekaert e colaboradores (1990) e
desenvolvido por Terras e colaboradores (1992), utilizando
microespectrofotometria. A partir do estoque de glicerol, as bactérias foram
preparadas em camaras de cultivo, utilizando-se meio de cultivo LB liquido, a
28°C, por periodos adequados. Culturas em meio liquido das bactérias, com a
Asgo entre 1,0 e 1,2, foram utilizadas nos testes de inibicdo dos patdgenos
(Broekaert et al., 1990, desenvolvido por Terras et al., 1992).

As bactérias fitopatogénicas testadas, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (gram-positiva) e Ralstonia solanacearum (gram-negativa), foram
cultivadas em microplacas de 96 pocos, de fundo plano, estéreis, em temperatura
de 28°C. A cada pogo da microplaca, foram adicionados 50 nL de meio de cultivo
concentrado (2X), 10 nL de uma suspensao de bactéria e volumes variaveis (10 a
40n) dos peptidios a serem testados e quando necessario o volume final de 100
nL foi completado com agua Milli Q. A absorvancia a 560 nm foi determinada em
leitor de microplacas modelo Titertek Multiskan Plus MKII, marca Uniscience do
Brasil, no inicio do cultivo (tempo zero) e em periodos de incubacéo pré-definidos,
até 36 h, para as duas bactérias, tracando-se as curvas de crescimento de cada
bactéria.

A inibicdo foi determinada pela diferenca entre as curvas de crescimento
em presenca e em auséncia dos peptidios, observando-se a curva de crescimento

apos atingir cerca de duas horas de parada de crescimento. Nos ensaios, 0
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controle negativo correspondeu ao cultivo das bactérias na auséncia de peptidios
(90 nL de meio de cultivo 1X e 10 nL de uma suspensdo de bactérias), e o
controle interno correspondeu ao cultivo na auséncia de bactéria e peptidios (100
nL de meio de cultivo 1X). Todas as culturas foram preparadas e monitoradas sob
as mesmas condi¢cdes anteriores. Foram feitas duplicatas ou triplicatas dos

ensaios, de acordo com a quantidade de amostras disponiveis.

4.10 - Caracterizacdo dos peptidios

4.10.1 — Determinacdo da massa molecular por

espectrometria de massa

As analises de espectrometria de massa foram realizadas no Nucleo de
Estrutura e Fungdo de Biomoléculas, no ICB/UFMG, pelo Prof. Adriano Monteiro
de Castro Pimenta.

As fracdes correspondentes a cada pico eluido da cromatografia de fase
reversa, contendo os peptidios basicos, foram concentradas, ressuspendidas em
50 pL de TFA 0,1% e a amostra foi aplicada, via loop (10 pL), em um
espectrometro de massa do tipo Electron-spray, modelo Quadrupole-TOF (Q-

TOF), marca Micromass®.

4.10.2 - Eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida em presenca de tricina
(SDS -Tricina-Page)

A eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida em presenca de
Tricina (SDS-Tricina-PAGE) foi desenvolvida segundo Judd (1994), em um gel de
trés fases, composto por gel de concentracdo, gel intermediario e gel de
separacao.

Para os géis intermediario e de separacao, utilizou-se uma solucdo 49,5%
T (p/v) e 3,0% C (p/p), a partir da solucao acrilamida : N,N'-bis-metileno acrilamida

(48,0 : 1,5). Para os gel de concentracéao, utilizou-se uma solucdo 30,8% T (p/v) e
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2,6% C (p/p), a partir da solugao acrilamida : N,N'-bis-metileno acrilamida (30,0 :
0,8). Os géis foram preparados entre placas de vidro de 7 x 10 cm, com
espacadores de 0,75 mm de espessura, em um sistema para eletroforese vertical
em mini-géis, modelo MiniProtean Il Cell, marca BIORAD.

O gel de separacao foi preparado a 16,5% T, em Tris-HCI 1 M, pH 8,9, e
0,1% de SDS. O gel intermediario foi preparado a 10,0% T, em Tris-HCI 1 M, pH
8,9, com 0,1% de SDS. O gel de concentracao foi preparado a 5,0% T, em Tris-
HCI 0,13 M, pH 6,8. O tampao de amostra (2X) consistia de 2% de SDS, 10% de
sacarose, 0,025% de azul de bromofenol e 0,1 M de Tris-HCI, pH 6,8, adicionado
de 20% de b-mercaptoetanol no momento do uso. As fracdes protéicas obtidas
durante a purificacdo foram dialisadas, liofilizadas e ressuspendidas em tampéo
de amostra, submetidas a agitacdo continua em agitador tipo vortex por 1 min,
aquecidas por 4 min a 100 °C, e entédo aplicadas no gel.

Os tampdes de corrida utilizados foram: tampé&o do catodo, composto de
0,1 M de Tris-HCI, 0,1M de Tricina e 0,1% de SDS (n&o ajustar o pH, que deve
estar em aproximadamente 8,25); tampao do anodo, composto de 0,2 M de Tris-
HCI, pH 8,9 (ajustado com HCI). As corridas eletroforéticas se desenvolveram por
cerca de 4,5 h; a 100 V por 15 min (gel de concentragdo), 80 V por 30 min (gel
intermediéario) e 60 V (gel de separacao) até completar a corrida.

O marcador de massa molecular de ampla faixa foi utilizado, composto de
(Da): albumina sérica (66.200), ovoalbumina (45.000), anidrase carbdnica
(31.000), inibidor de tripsina (21.500), lisozima (14.400) e aprotinina (6.500).

Os géis foram revelados pelo método da prata, baseado na metodologia
fornecida pela Pharmacia-Biotech (2000), ou pelo método do Coomassie Blue
(Meyer e Lamberts, 1965), de acordo com a quantidade de peptidio/proteina no
gel.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Identificacdo de peptidios sintetizados durante a
germinacédo de sementes de soja quando comparadas

com sementes ndo germinadas.

O processo de extracdo e de purificacdo dos peptidios antimicrobianos de
sementes germinadas e ndo germinadas de soja, foram realizados conforme item
4.5, e permitiu a obtencdo de formas peptidicas sintetizadas nas sementes
germinadas. Extratos de sementes ndo germinadas de soja foram obtidos e
utilizados como referéncia comparativa em todas etapas de purificagdo. Apesar
de os tampdes de extracdo terem sido diferentes, os perfis cromatogréaficos
obtidos para as sementes ndo germinadas e germinadas foram essencialmente
semelhantes, exceto para o tempo de 48 horas em que se observou a diferenca
mais expressiva nos picos protéicos obtidos. Assim, a andlise comparativa teve
como obijetivo avaliar e identificar as diferencas na sintese peptidica que ocorrem
durante os diferentes periodos de germinagcdo das sementes, sendo que o tempo
de germinacao de 48 h foi selecionado para as etapas posteriores de purificacao
e caracterizacdo dessas moléculas.

Resultados anteriores obtidos no laboratério indicaram que os peptidios de
interesse estao presentes em baixa concentracdo nas sementes de soja. Assim,
cerca de 300 sementes foram germinadas para cada tempo (conforme item 4.4), e
0S pesos das sementes germinadas por 24, 48, 72 e 96 h foram 100,44; 120,85;
135,20 e 156,48 g, respectivamente. A analise visual mostrou que no tempo de 24
h ocorreu o aumento do volume das sementes, em 48 h observou-se uma
pequena radicula, e em 96 h eram visiveis pequenas raizes laterais (Figura 06). A
seqguir, procedeu-se as extracbes para as sementes nao germinadas e
germinadas por diferentes tempos (conforme descritos no item 4.5). Todos os
extratos brutos obtidos foram submetidos a precipitacdo com sulfato de aménio e

ao aquecimento seletivo, seguindo-se didlises.
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Figura 06 — Sementes de soja - Visualizacdo da semente ndo germinada e
sementes germinadas por periodos de 24, 48, 72, e 96 h.

Os dialisados obtidos das sementes nao germinadas e germinadas apos as
etapas Iniciais da purificacdo foram submetidos a cromatografias de troca
anibnica em coluna DEAE-Sepharose. Por avaliacdo da Agy, foram recuperadas
as fracbes de proteinas que nao se ligaram na coluna, que correspondem as
proteinas de carater basico e neutro, e que foram reunidas formando um pool
catidnico para cada extracao inicial.

A analise dos cromatogramas (Figura 07) mostrou que o0s extratos de
sementes ndo germinadas e germinadas por 48h (Figura 07-C) e 96 h (Figura 07-
E) apresentam quantidades visualmente maiores de proteinas catidnicas do que
aniénicas, o que nao foi observado para os demais tempos de germinacéo (24 e
72 h, Figuras 07-B e 07-D, respectivamente). Este fato sugere que conjuntos
diferentes de proteinas e/ou peptidios sao sintetizados ao longo das primeiras 96
h de germinacdo, o que esta de acordo com a literatura, ja que um aumento de
30% de defensinas é relatado durante a germinacdo de sementes de rabanetes

(Terras et al.,1995). Sabendo-se que muitos peptidios antimicrobianos vegetais
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Figura 07 — Cromatografias de troca anibnica (tipo FPLC) em coluna DEAE-

Sepharose (8,0 mL) dos extratos de sementes de soja da variedade
UFV 16, precipitados com sulfato de amonio (35% sat.) e aquecidos
a 80 °C / 15 min. A coluna foi equilibrada no tamp&o Tris-HCI 25 mM,
pH 7,0, e as proteinas foram eluidas no mesmo tampao em auséncia
e em presenca de 1 M de NaCl (linha pontilhada). Foram coletadas
fracbes de 1,0 mL a um fluxo de 1,0 mL.min™>. Os pool de proteinas
basicas estdo indicados entre as setas. (A) Sementes néo
germinadas (fracbes 34 a 54); Sementes germinadas por (B) 24 h
(fracOes 29 a 49); (C) 48 h (fracdes 32 a 56); (D) 72 h (fracdes 33 a
54) e (E) 96 h (fracOes 19 a 58).
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descritos apresentam carater basico (Hancock et al.,1998), sementes germinadas
por 48 h podem corresponder a melhor condicdo para fornecer os peptidios de
interesse nesse trabalho. Ainda, o tempo de 48 h de germinacéo foi considerado
mais adequado do que o de 96 h, pois as fases iniciais de eclosdo da semente e
formacdo da radicula, com exposicdo ao solo de tecidos internos da semente
(Figura 06), sdo bastante susceptiveis a ataques por patdgenos na fase inicial da
germinacao (Cots e Widmer, 1999). Outras proteinas envolvidas em processos
diversos, como transporte de nutrientes, mobilizacdo de reservas lipidicas,
formacéo de tecidos, dentre outros, aparecerdo em maior quantidade em 96 h do
gue em 48 h (Cots e Widmer, 1999), quando as raizes ja estdo presentes. Assim
as sementes germinadas por 48 h mostram-se mais adequadas como material
fonte para a andlise dos peptidios catidnicos de interesse.

A analise das separacdes por SDS-Tricina-Page das fracdes catidnicas e
anibnicas obtidas das sementes germinadas por 24 e 48h (Figura 08) mostrou
que, em todas as fracBes analisadas, peptidios catibnicos ou anidnicos com
massas moleculares inferiores a 14 kDa estavam presentes. O extrato de
sementes germinadas por 48 h apresentou uma regiao com bandas intensas na
regido de peptidios catibnicos (canaletas 6 e 7), o que foi menos evidente para os
extratos de sementes germinadas por 24 h (canaletas 2 a 5). Proteinas aniénicas
foram sintetizadas em maior concentragdo no tempo de germinacdo de 24 h
(mesmo estando diluido 20X em relacdo a 48h) quando comparado com 48 h
(Figura 08, canaletas 4, 5, 8 e 9), o0 que pode ser também observado pelos
cromatogramas (Figuras 07 B e C), que indicaram menor quantidade de proteinas
no pool anibnico das sementes germinadas por 48 h em relacdo ao pool
cationico, o que nao ocorreu para o tempo de germinacdo de 24 h. A fracao
anibnica de sementes germinadas por 24 h pode apresentar atividade
antimicrobiana satisfatoria jA que peptidios anidnicos vém sendo recentemente
descritos como antimicrobianos (Kalfa et al., 1999; Lai et al., 2002), e resultados
obtidos em nosso laboratério para outras plantas indicaram atividade
antimicrobiana em fracdes anidnicas. Porém esses ensaios estdo além do escopo
deste trabalho.

Deve-se observar que as etapas iniciais da purificacdo, a precipitacao por
sal e o aquecimento seletivo, tém o objetivo de favorecer o enriquecimento e a

recuperacdo de peptidios, ja que estes sdo no geral resistentes ao aquecimento
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Figura 08 — Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (16,5% T) em
presenca de Tricina dos pools formados pelas fracGes eluidas da
cromatografia de troca anibnica (TA) de extratos de sementes
germinadas por 24 e 48 h, ap0s aquecimento seletivo. Foram
avaliadas duas concentracées dos pools catiénicos (+) e anidnicos
(-) recuperados da TA, para cada tempo de germinacao: 24 h + (0,6 e
1,2 ) 24 h -, 3 e 6 niL(diluido 20X em relacédo a 48h -); 48 h +(0,6 e
12nm. ) e48 h-, 3 e 6 niL, e também o extrato de semente nao
germinada apds aquecimento (SM). O gel foi revelado pela técnica
do Coomassie blue, exceto para SM, que foi pela técnica da prata. O
padréo de massa molecular de ampla faixa (MM) foi utilizado.

seletivo em funcdo da presenca de grande numero de pontes dissulfeto nas
moléculas (Broekaert et al. 1997). A selecdo de peptidios resistentes a condicées
adversas, como aquecimento a 80°C por 15 min, ou concentracdes medianas de
acetonitrila (20 a 40 % v/v), mostra-se importante jaA que o objetivo primordial do
trabalho € identificar principios ativos peptidicos, ou analogos, para posterior
desenvolvimento de agentes de defesa para uso comercial. Eletroforese utilizando
0S pools catidnicos e anidnicos das sementes germinadas por 72 e 96 h (dados
ndo mostrados) foram realizadas, mostrando também variacbes nas
concentracbes e tipos de proteinas presentes nos diferentes tempos de

germinacao.
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Os cinco pools enriquecidos com as proteinas basicas, obtidos das
cromatografias de troca anidnica (Figura 07), foram liofilizados e utilizados como
amostra em cromatografias de fase reversa (RP-HPLC) utilizando-se a coluna Cig,
visando identificar diferentes fracGes peptidicas sintetizadas durante a
germinacao (Figura 09). As proteinas foram separadas em gradiente descontinuo

de acetonitrila ajustado empiricamente, conforme Tabela 02.

Tabela 02 - Gradiente descontinuo de eluicdo das proteinas na cromatografia de
fase reversa (RP-HPLC), sendo a solucdo A formada por TFA 0,1%
(v/v) e a B, por TFA 0,1% e acetonitrila 80% (v/v)

Tempo de eluicao Concentracao do Concentracao de
(min) solvente B Acetonitrila
(%, viv) (%, Vviv)

0,01 T. Flow 0
0,01 10,0 8,0

27 32,5 26,0

28 39,0 31,2

35 42,5 34,0

36 45,0 36,0

56 45,0 36,0

57 51,0 40,8

82 59,5 47,6

85 100,0 80,0

95 100,0 80,0
95,01 10,0 8,0
105 10,0 8,0

Os perfis de eluicdo indicaram a presenca de diversos picos comuns para
0s extratos de sementes ndo germinadas (Figura 09 A) e germinadas por
diferentes tempos (Figura 09 B a E), embora as solu¢des-tampé&o usadas para o
preparo dos extratos de sementes germinadas e nédo germinadas nao tenham
sido as mesmas. Essas separacdes foram realizadas em triplicata, gerando perfis
essencialmente idénticos, e um perfil de cada extrato foi apresentado na Figura
09.

A sobreposicédo dos perfis de eluicdo das cromatografias de fase reversa
dos extratos de sementes germinadas e ndao germinadas (Figura 10) indicou a
presenca de picos com diferentes tempos de eluicdo nos diferentes perfis, que
podem corresponder a conjuntos de proteinas e/ou peptidios distintos,

sintetizados ao longo das 96 h iniciais de germinagcao das sementes de soja. Vale
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Figura 09 - Cromatografia de fase reversa em coluna C18-HPLC dos pools
catibnicos da cromatografia de troca anibnica. (A) Semente nao
germinada de soja UFV 16; Semente germinada por: (B) 24 h; (C) 48
h; (D) 72 h e (E) 96 h. A coluna foi equilibrada em 10,0% do solvente
B e as proteinas eluidas em um gradiente descontinuo crescente de
acetonitrila (8 a 80%) (linha vermelha), a um fluxo de 1,0 mL.min™.
Solvente A: TFA 0,1% (v/v); solvente B: 0,1% de TFA e acetonitrila
80% (v/v). Circulos 1 e 2 referem-se a regibes de sintese de
diferentes proteinas durante a germinagao.
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ressaltar, que as técnicas até entdo utilizadas visam selecionar moléculas
protéicas e peptidicas de massa molecular menor que 10 kDa, catibnicas,
possivelmente com pontes dissulfeto, o que promove maior termorresisténcia.

Os peptidios catidnicos, em geral, tém cerca de 50% dos residuos
aminoacidicos apolares e séo eluidos em concentracdes de acetonitrila entre 20 e
40% (v/v) (Terras et al., 1992; Almeida et al., 2000; Carvalho et al., 2001, Fogaca
et al, 2004). Nos perfis de eluicdo (Figura 09), tal regido corresponde ao tempo de
eluicdo entre 18 e 57 min. Para as sementes germinadas por 24 e 72 h, os perfis
nessa regiao de concentracdo de acetonitrila sdo muito semelhantes ao de
sementes ndo germinadas, a excecdo da ndo observacdo de um grupo de
proteinas em 20-25 min e 35 min de elui¢do; e para 72 h de germinacao ocorreu
aumento de um pico eluido em cerca de 28-30 min. Para 96 h de germinacéo,
observa-se o reaparecimento dos picos na regido protéica eluida em 20-25 min,
sugerindo a presenca de outro grupo de proteinas. O restante de cada perfil
cromatografico mostrou-se bastante semelhante para os extratos de sementes
nao germinadas e germinadas pelo diferentes tempos de germinagéo.

Para sementes germinadas por 48 h, duas regibes contendo picos
protéicos eluidos em diferentes tempos foram observadas, uma préxima aos 35
min de eluicdo (33-36% de acetonitrila), e outra entre 60 e 80 min de eluicdo (41 a
47% de acetonitrila, aproximadamente), estando em destaque na Figura 10. A
primeira regido protéica, eluida em concentracdo de acetonitrila inferior a 40%
(v/v), encontra-se na faixa esperada a eluicdo dos peptidios catibnicos, 20 a 40%
(v/v) de acetonitrila, e sugere corresponder a um conjunto de peptidios com
carater hidrofobico, conforme descrito por varios autores. Picos eluidos numa
concentracdo de acetonitrila inferior a 8% devem apresentar caracteristicas pouco
hidrofébicas, o que ndo é esperado para o0s peptidios catidnicos de interesse.

A segunda regido de sintese de diferentes proteinas/peptidios, para as
sementes germinadas por 48 h (Figura 10), indica a presenca de moléculas com
carater hidrofébico mais forte, uma vez que para sua eluicdo foi necessaria a
concentracdo de acetonitrila entre 40 e 50%, que pode conter peptidios maiores
ou proteinas pequenas com caracteristicas apolares.

A partir desses resultados, propls-se trabalhar com as sementes
germinadas por 48 h, como fonte de peptidios de interesse.
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Figura 10 — Cromatografias de fase reversa em C18-HPLC dos pools catidnicos
(Figura 07) de sementes germinadas por diferentes tempos e
sementes ndo germinadas de soja UFV 16. Duas regiées com picos
protéicos indicando diferentes proteinas/peptidios estdo destacadas.
A coluna foi equilibrada em 10,0% do solvente B e as proteinas
eluidas em um gradiente descontinuo crescente de acetonitrila (8 a
80%), a um fluxo de 1,0 mL.min™, conforme Tabela 02. Solvente A:
TFA 0,1% (v/v); solvente B: 0,1% de TFA e acetonitrila 80% (v/v).

Ao lado da liberacdo de compostos de defesa, como os peptidios
antimicrobianos (Terras et al, 1995), proteinas com diversas funcbes serdo
sintetizadas durante a germinacdo da soja. Como exemplo, a degradacao de
proteinas de reserva de sementes € um passo critico no processo de germinagao
e crescimento da nova planta, a semelhanca do processo de protedlise limitada
que ocorre em sementes de soja durante a germinagao e o crescimento inicial. A
Protease Cl1 de soja pode clivar a proteina b-conglicinina (uma proteina de
reserva) em varios sitios diferentes, gerando intermediarios de massa molecular

de 1 a 2 kDa e outras proteinas de 50 a 65 kDa, subseqgiientemente degradadas
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por outras enzimas (Tan-Wilson et al. 1996). Carboxipeptidases de algumas
plantas, como soja, tém atividade aumentada durante a germinacgao (Shutov et al,
1987).

5.2 — Purificacdo os peptidios de sementes de soja

germinadas por 48 horas

Com base nos resultados anteriores, o tempo de germinagao por 48 horas
se mostrou mais adequado para continuidade do trabalho, como fonte de
peptidios de interesse. Para tal, nova extracao foi realizada, em que utilizou-se
312,05 g (930 sementes), seguindo-se a precipitacdo com sal e 0 aquecimento,
conforme o item 4.5. O dialisado obtido foi submetido a cromatografia de troca
anionica em coluna DEAE-Sepharose, a um fluxo de 1,0 mL.min™, e foram
recuperadas as proteinas catibnicas (fracdo nédo ligada a coluna) (Figura 11).
Essas proteinas foram reunidas em um pool, que foi dialisado e concentrado
cerca de 180 vezes (780 mL concentrados para 4,3 mL, aproximadamente), e foi
utilizado como amostra em cromatografias de troca cationica (4,0 mL) conforme
fluxograma (Figura 12). Parte deste material foi utilizada para teste de inibicao de
patdgenos.

O equipamento tipo FPLC utilizado para as cromatografia de troca anidnica
permite leitura de absorvancia dos eluatos da coluna apenas a 280 nm, a qual
avalia a ressonéancia dos elétrons dos anéis aromaticos dos aminoacidos. Uma
vez que as sequUéncias aminoacidicas dos peptidios que estdo sendo purificados
nado sao conhecidas, estes poderiam apresentar baixo numero de residuos
aromaticos, dificultando sua deteccdo a 280nm. Sendo assim, tornou-se
necessaria a avaliacao da Az14 nm, que avalia a ressonancia eletrénica presentes
nas ligacfes peptidicas, e que possibilitaria a identificacdo da presenca de todos
peptidios. Desta forma, o perfil de elui¢do protéica de uma das cromatografias de
troca anidnica foi monitorado em espectrofotémetro pelas leituras das Azi4 € Azso
simultaneamente (Figura 11) quando confirmou-se que toda a fracdo de interesse
estava sendo recuperada no pool catibnico, mesmo com o0 acompanhamento

apenas da Agp. Ja para o pool anidnico, o conjunto de proteinas na regiao direita
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Figura 11 — Cromatografia de troca anibnica a baixa pressdo em coluna
DEAE-Sepharose (20,0 mL) do extrato de sementes de soja
germinadas por 48 h, da variedade UFV 16, precipitado com
sulfato de amdnio (35% sat.) e aquecido a 80 °C / 15 min. A
coluna foi equilibrada no tampéao Tris-HCI 25 mM, pH 7,0, e as
proteinas foram eluidas no mesmo tampao em auséncia e em
presenca de 1 M de NacCl (linha pontilhada). Foram coletadas
fracbes de 1,0 mL a um fluxo de 0,5 mL.min™ e a presenca
das proteinas nos eluatos foi determinada pela Az14 € Azgo. OS
pools de proteinas catibnicas e anibnicas estdo entre as
setas, sendo fracbes 5 e 55, e fracbes 78 a 90,
respectivamente.

do pico pode ter sido perdido, ja que foram recuperadas as proteinas presentes
apenas até na fracao 90 da Figura 11.

Visando melhorar a separacdo dos peptidios de interesse, foi introduzida,
como etapa de purificacdo, uma cromatografia de troca catiénica do pool catiénico
obtido das cromatografias de troca aniénica. Apos dialisado e liofilizado, este foi
separado em coluna CM-Sepharose (20 mL, f = 0,75 cm, h = 12 cm) em
equipamento do tipo FPLC, a um fluxo de 1 mL.min™>. As proteinas foram eluidas
em gradiente descontinuo de NaCl, determinado empiricamente, no tampéao de
equilibrio (MES 50mM, pH 6,0), na auséncia ou presenca de 0,15; 0,20; 0,32;
0,35; 0,40; 0,45 e 1,00 M de NacCl.
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Cromatografia de troca anidnica (4,0 mL)

1,5 mL/ 1,0mL l 1,5 mL\

Cromatografia de Cromatografia de Cromatografia de Troca
Troca Catibnica Troca Catibnica Catibnica

75% - Teste de inibicéo
de patdgenos (dado
nao apresentado)

25% - Fase reversa

para espectrometria de
massa (Figuras 24-26)

Teste de inibicéo
de patdgenos
(Figuras 27- 30)

Fase reversa para
espectrometria de
massa (Figuras
17-18)

Figura 12 - Fluxograma da distribuicdo (em mL) do pool catidénico da
cromatografia de troca anidnica, conforme etapas de uso.

O uso de cromatografia de troca catibnica como etapa de purificacéo teve
como principal objetivo separar quantidades maiores de peptidios eluidos da troca
anibnica, ja que as cromatografias de fase reversa trabalham como cerca de 20 a
50 nL de amostra pouco concentrada. A capacidade de separacéo da resina CM-
Sepharose é de cerca de 50 mg de proteina (RNAse) por mL de resina.
Entretanto, possivelmente, por tratar-se de um trocador de cations fraco, a resina
nao permitiu uma boa separacao da amostra (Figura 13).

A separacao na coluna de troca cationica (Figuras 13 A a E) confirmou que
diferentes proteinas/peptidios sao sintetizados especialmente no tempo de
germinacdo de 48h, confirmando observacbes anteriores (Figura 09 e 10).
Observou-se aqui a eluicdo de um pico em 0,35 M de NaCl para 48 h, o que néao
ocorreu para os demais tempos de germinacao e para a semente ndo germinada.
Observou-se que essas proteinas sintetizadas durante a germinagdo por 48h
necessitam de uma maior forca ibnica para eluicdo na coluna de troca cationica
do que as proteinas de semente ndo germinada. Por possuirem carga liquida
positiva, os peptidios catidnicos sdo, no geral, eluidos em concentracdes entre 0,2
e 0,5 M de NaCl (Terras et al, 1993, Osusky et al, 2000).
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Figura 13 - Cromatografias de troca catidnica (tipo FPLC) em coluna CM-

Sepharose (20 mL) das fragcdes catidbnicas eluidas das
cromatografias de troca anidnica (Figura 11), dialisadas e liofilizadas.
A coluna foi equilibrada em tampado MES 50 mM, pH 6,0, e as
proteinas foram eluidas em um gradiente descontinuo de NaCl, em
presenca ou auséncia de 0,15; 0,20; 0,32; 0,35; 0,38; 0,42; 0,45 e
1,00 M, exceto em B e E, que ndo houve eluicdo em 0,45 M. Foram
coletadas fragbes de 1,4 mL a um fluxo de 1,0 mL.min™, para
sementes nao germinadas (A) e germinadas por (B) 24 h; (C) 48 h;
(D) 72 h e (E) 96 h. As fragbes indicadas pelas setas em A e C foram
submetidas a cromatografia de fase reversa.
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As cromatografia de troca catidnica para os tempos de germinacdo de 24,
72 e 96 h (Figuras 13 B, D e E) apresentaram eluicdo de proteinas com
diferentes valores de forgas iGnicas, porém em baixas concentracdes, sugerindo
que poucas proteinas catidnicas estavam presentes nesses extratos.

Uma vez que a fracdo resolvida na cromatografia cationica a pH 6,0 foi
previamente fracionada por exclusdo na cromatografia aniénica a pH 7,0, era de
se esperar que a fracdo catibnica enriquecida de proteinas positivas fosse retida
na coluna catidnica. Entretanto, todos os cromatogramas obtidos (Figuras 13 A a
E) apresentaram picos anibnicos com alta concentracdo protéica, indicando
presenca de proteinas aniénicas nessa fracdo. Visando explicar tal fato, a fracao
anidnica das sementes germinadas por 48 h (Figura 13 C) foi recromatografado,
sob as mesmas condi¢cdes (Figura 14 B), sendo observado perfil semelhante ao
anterior. Entdo, a fracdo anibnica obtida (Figura 14 B) foi mais uma vez
cromatografada (re-recromatografia, Figura 14 C) obtendo um perfil quase
idéntico ao anterior. Para realizacdo das (re-)recromatografias, foram utilizadas
como amostra 1/3 de cada pool anibnico da cromatografia anterior. Estes
resultados (Figura 14) indicaram que a resina trocadora de cations (CM-
Sepharose) estd se comportando como um trocador fraco. Caracteristica
semelhante estd sendo observada em nosso laboratério para a resina DEAE-
Sepharose. O fator sobrecarga de proteinas nas resinas parece nao ocorrer, ja
que os valores de A,z maximos encontrados nas Figuras 14 B e C foram em
torno de 30% e 9% do valor maximo da Figura 14 A.

Outra possivel razéo para a ocorréncia desse fato pode estar relacionada a
presenca de um grupo de proteinas ou peptidios com ponto isoelétrico préximo a
6,0 e 7,0 que, quando submetidos a cromatografia de troca catiénica em pH 6,0,
ou troca aniénica em pH 7,0, apresentaram carga liquida aproximadamente nula,
nao sendo capazes de se ligar as resinas.

Os cromatogramas obtidos (Figuras 14) sugerem que as proteinas
poderiam estar se ligando as resinas cromatograficas com diferentes graus de
afinidade, em funcdo dessa resina ser um trocador de ions fraco e permitir
facilmente o deslocamento de proteinas por outras com caracteristicas
semelhantes. Visando verificar se proteinas diferentes haviam sido eluidas na
cromatografia e recromatografia de troca catidnica (Figuras 14 A e B), foram
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Figura 14 - Recromatografias sequenciais (B e C) da fracdo anidnica eluida da
cromatografia de troca cationica (A) de extrato de sementes de soja
germinadas por 48 h, desenvolvidas em coluna de troca catibnica
(tipo FPLC) CM-Sepharose (20 mL). Para todas as corridas, a coluna

foi equilibrada em tampéo MES

50 mM, pH 6,0, e as proteinas foram

eluidas em gradiente descontinuo de NaCl, em presenca ou
auséncia de 0,15; 0,20; 0,32; 0,35; 0,38; 0,42; 0,45 e 1,00 M, exceto
em B e C que ndo houve eluicdo em 0,45 M. Foram coletadas
fracdes de 1,4 mL a um fluxo de 1,0 mL.min™. Os pools anidnicos
formados pelas fragcdes entre as setas foram dialisados, liofilizados e
usados como amostra na recromatografia sequencial (pool aniénico

de A foi amostra para B, e pool

aniénico de B foi amostra para C) As

fracOes indicadas pelas setas em A e B foram submetidas a

cromatografia de fase reversa.

realizadas cromatografias de fase reversa. Para estas cromatografias utilizou-se

0s pools eluidos em 0,35M de NaCl (Figura 13C), previamente dialisados, filtrados

e liofilizados, e indicaram que, aproximadamente, 0S mesmoS picos protéicos

estdo presentes nas duas amostras (Figura 15), porém com amplitudes diferentes

nsem
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para os diversos picos observados, sugerindo diferencas de concentracdo das
proteinas eluidas. A sobreposicao das regides destacadas nas Figuras 15 A e B
evidencia a grande semelhanca nesses perfis protéicos (Figura 15 C). Assim,
pode-se inferir que o pool anidnico da cromatografia de troca catibnica contém
uma fracdo das proteinas/peptidios de interesse, que ndo foram capazes de se
ligar a resina.

As proteinas foram separadas em gradiente descontinuo de acetonitrila,
sendo o gradiente de eluicdo 0-10 min, 0% de B; 10-12 min, 0 a 40% de B; 12-18
min, 40% de B; 18-38 min, 40-70% de B; 38-40min, 70-100% de B; 40-50 min,
100% de B e 50-50,1 min, 10% de B (Figuras 15 e 16).

No perfil cromatogréfico da Figura 15, duas regibes com diferentes
proteinas/peptidios sintetizados para sementes germinadas por 48 h estdo em
destaque, em relacédo a extratos de sementes ndo germinadas. Nos 10 minutos
iniciais da corrida cromatografica, observa-se a eluicdo de proteinas com baixa
hidrofobicidade, de pouco interesse, pois no geral os peptidios tém cerca de 50%
de residuos hidrofébicos. Entre 15 e 18 min, foram eluidos quatro picos nédo
homogéneos, na concentracdo de acetonitrila de 32%. Entre 25 e 29 min, um
novo conjunto de picos, melhor resolvido, foi eluido em concentracbes de
acetonitrila de 37,5 a 45,7%.

Os picos resolvidos na cromatografia de fase reversa foram liofilizados e
ressuspendidos em 50 pL de TFA 0,1% e aplicados, via loop, em um
espectrometro de massa tipo Electron-spray, ou utilizados para testes de inibicao
de fitopatégenos.

Inicialmente, os picos 9 a 13 do segundo conjunto das diferentes proteinas
sintetizadas foram submetidos & espectrometria de massa. Para os picos 9 a 12,
nao foi possivel identificar as massas moleculares pela presenca de muitos ruidos
gue acompanhavam os picos protéicos (Pimenta, A. M. C./UFMG, comunicacao
pessoal ). Este tipo de interferéncia pode ocorrer em funcédo da dificuldade de
ionizacdo das moléculas, o que € caracteristico de proteinas de massas
moleculares maiores. No eluato correspondente ao pico 13, identificou-se, por
diferentes ionizagbes (A9 a Ais), uma proteina com uma massa média de
23.040,63 Da (Figura 17)
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Figura 15 — Cromatografia de fase reversa em coluna C18-HPLC dos pools
cationicos da cromatografia (I) e recromatografia (I) de troca catiénica
de semente de soja germinada por 48 h, dos picos eluidos em 0,35 M
(Figuras 14 A e B, respectivamente). Em C, sobreposicéo dos perfis
de cromatografia das fragcbes de B (I) (linha escura) e sua
recromatografia B(ll) (linha clara). A coluna foi equilibrada em 10,0%
do solvente B e as proteinas eluidas em um gradiente descontinuo de
acetonitrila (8 a 80%), a um fluxo de 1,0 mL.min™. Solvente A: TFA
0,1% (v/v); solvente B: 0,1% de TFA e acetonitrila 80% (v/v).
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Figura 16 - Cromatografia de fase reversa em coluna C18-HPLC do pool
catibnico da cromatografia de troca catibnica de semente de soja
germinada por 48 h. A coluna foi equilibrada no solvente A e as
proteinas eluidas em um gradiente descontinuo crescente de
acetonitrila (0 a 80%), a um fluxo de 1,0 mL.min®. Solvente A: TFA
0,1% (v/v); solvente B: 0,1% de TFA e acetonitrila 80% (v/v).

A analise espectrométrica dos picos 9 a 13 da Figura 16 sugeriu a
presenca de peptidios grandes ou proteinas pequenas presentes nestes picos.
Embora o objetivo inicialmente proposto tenha sido de identificar diferentes
peptidios sintetizados em sementes de soja germinadas, esse grupo de proteinas
de maior massa molecular possivelmente tem grande relevancia na fisiologia da
germinacao das sementes, podendo talvez apresentar atividade antimicrobiana, e
gue serdo posteriormente avaliadas pelo nosso grupo de trabalho.

Os picos identificados na primeira regido com diferentes proteinas
sintetizadas também foram submetidos a espectrometria de massa. Esses picos,
eluidos em 32% de acetonitrila, estdo na faixa esperada de concentracao do
solvente, podendo corresponder a peptidios com carater hidrofébico (Terras et al.,
1992; Almeida et al., 2000; Carvalho et al., 2001, Fogaca et al, 2004). Apenas
para o pico 8 (Figura 16) foi possivel identificar um peptidio (ionizacdes A e Ay),
de massa molecular média 1.305,89 Da (Figura 18).

Os demais picos ndo puderam ser analisados devido a baixa concentracédo

das amostras (Pimenta, A. M. C., comunicacao pessoal). Foi entdo desenvolvida
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Figura 17 - Espectrometria de massa do pico 13, eluido em 45,7% de acetonitrila
na cromatografia de fase reversa (Figura 16) do pool da fracao
catiénica eluido com 0,35 M de NaCl da cromatografia de troca
cationica (Figura 13 C).

uma eletroforese em SDS-Tricina com 0s demais picos obtidos na cromatografia
de fase reversa, quando observou-se uma banda peptidica em torno de 9 kDa
para o pico 7, e as demais fracbes ndo foram observadas nitidamente no gel
(dados ndo mostrados).

A partir dos resultados da espectrometria de massa (Figuras 17 e 18), um
novo gradiente de eluicdo foi proposto para as cromatografias de fase reversa,
visando otimizar a separacdo dos peptidios eluidos em concentracbes de
acetonitrila inferiores a 40%, enquanto que a regiao seguinte foi compactada: 0-10
min, 0% de B; 10-50 min, 0-40% de B; 51-61 min, 40-100% de B e 61,1 min,
100% de B (Figuras 19 a 22). O eluato da cromatografia de troca catiénica (Figura
13 C), dialisado, filtrado, liofilizado, ressuspendido em agua Milli-Q e separado na
nova cromatografia de fase reversa (Figura 19), gerou 14 picos em uma faixa de

concentracao de acetonitrila de 11 a 32% (Tabela 03).
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Figura 18 - Espectrometria de massa do pico 8, eluido em 32% de acetonitrila na
cromatografia de fase reversa (Figura 16) do pool da fracao catidnica
eluido com 0,35 M de NaCl da cromatografia de troca catibnica
(Figura 13C).

Considerando que semente de soja ndo germinada foi a referéncia de
comparacao na identificacdo das moléculas de interesse, o eluato de sementes
ndo germinadas apds troca catibnica (Figura 13 A, em 0,2% de NaCl) foi
submetido a cromatografia de fase reversa (Figura 20), sob as mesmas condi¢des
gue o eluato das sementes germinadas por 48h (Figura 13 C, em 0,35 de NacCl) .
Embora os extratos tenham sido preparados em diferentes tampdes, a
comparacao desses perfis cromatograficos mostrou que, entre as concentracdes
de 11 e 32% de acetonitrila, 14 picos foram identificados em sementes
germinadas por 48 h, enquanto que apenas 5 picos foram detectados para
sementes ndo germinadas (Figura 21). Estes dados reafirmam que, nas etapas
iniciais de germinacdo das sementes de soja, uma série de proteinas/peptidios
estdo sendo sintetizados, e sua identificacdo certamente auxiliard no estudo

fisiolégico do processo de germinacdo para a planta.
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Tabela 03 - Tempo de retencdo e concentracdo de acetonitrila (%, v/v) dos 14
picos protéicos sintetizados em sementes de soja germinadas por
48 h, separados por cromatografia de fase reversa em coluna C18-

HPLC
Picos eluidos da Fase =~ Tempo de Eluicdo Acetonitrila
Reversa (min) (%, vIV)

1 21,10 11,10
2 23,92 13,92
3 26,12 16,12
4 27,27 17,27
5 29,38 19,38
6 31,15 21,15
7 32,08 22,08
8 33,01 23,01
9 34,04 24,04
10 35,63 25,63
11 36,60 26,60
12 37,45 27,45
13 38,29 28,29
14 41,72 31,72

Conforme o fluxograma de utilizacdo das amostras obtidas por troca
cationica (Figura 12), cromatografias de fase reversa foram repetidas para o
desenvolvimento de testes de atividade antimicrobiana e analises
espectrométricas. Uma aliquota do extrato cationico, idéntica a utilizada como
amostra na cromatografia de fase reversa que gerou os picos separados (Figura
19), foi mantida a -20° C por cerca de 7 dias, descongelada e submetida a
cromatografia de fase reversa (Figura 22), gerando uma conjunto de picos eluidos
em tempos diferentes dos anteriores, para a regidao de eluicéo inferior a 40% do
solvente. A comparacgao entre esses perfis, por sobreposicao das Figuras 19 e 22
(Figura 23) mostrou que novos picos puderam ser identificados enquanto outros

nao foram encontrados neste novo perfil.
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Figura 19 — Cromatografia de fase reversa em coluna C18-HPLC do pool
catibnico da cromatografia de troca catibnica de semente de soja
germinada por 48 h. A coluna foi equilibrada no solvente A e as
proteinas eluidas em um gradiente descontinuo crescente de
acetonitrila (0 a 80%), a um fluxo de 1,0 mL.min*. Solvente A: TFA
0,1% (v/v); solvente B: 0,1% de TFA e acetonitrila 80% (v/v). (A)
Regido de proteinas eluidas entre 11 e 32% de acetonitrila,
expandida; (B) Regido de proteinas eluidas em concentracbes de
acetonitrila superiores a 40%, compactada.

Tempo de eluigdo (min)

Figura 20 - Cromatografia de fase reversa em coluna C18-HPLC do pool
catibnico da cromatografia de troca cationica de semente de soja
nao germinada. A coluna foi equilibrada no solvente A e as proteinas
eluidas em um gradiente descontinuo crescente de acetonitrila (0 a
80%), a um fluxo de 1,0 mL.min™. Solvente A: TFA 0,1% (V/V);
solvente B: 0,1% de TFA e acetonitrila 80% (v/v).
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Figura 21 - Sobreposicdo dos perfis de eluicdo das cromatografias de fase
reversa (C18-HPLC) dos pools catidnicos das cromatografias de
troca catibnica das sementes de soja ndo germinadas e germinadas
por 48 h. A coluna foi equilibrada no solvente A e as proteinas
eluidas em um gradiente descontinuo crescente de acetonitrila (0 a
80%), a um fluxo de 1,0 mL.min™. Solvente A: TFA 0,1% (V/V);
solvente B: 0,1% de TFA e acetonitrila 80% (v/v). Linha escura,
semente germinada por 48 h; linha clara, semente ndo germinada.
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Figura 22 - Cromatografia de fase reversa em coluna C18-HPLC do pool
cationico da cromatografia de troca catibnica de semente de soja
germinada por 48 h. A coluna foi equilibrada no solvente A e as
proteinas eluidas em um gradiente descontinuo crescente de
acetonitrila (0 a 80%), a um fluxo de 1,0 mL.min*. Solvente A: TFA
0,1% (v/v) ; solvente B: 0,1% de TFA e acetonitrila 80% (v/v).
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Figura 23 - Cromatografia de fase reversa em coluna C18-HPLC do pool
catibnico da cromatografia de troca catibnica de semente de soja
germinada por 48 h ndo congelada (linha escura) e congelada/
descongelada (linha clara). A coluna foi equilibrada no solvente A e
as proteinas eluidas em um gradiente descontinuo de acetonitrila (O
a 80%), a um fluxo de 1,0 mL.min™*. Solvente A: TFA 0,1% (V/V);
solvente B: 0,1% de TFA e acetonitrila 80%(v/v).

Diferentes tempos de eluicdo de proteinas/peptidios, obtidos apés a
cromatografia de fase reversa (C18-HPLC) da fracdo catibnica para sementes
germinadas por 48 h (Figura 23), foram observados para uma amostra submetida
ao congelamento (-20°C) e descongelamento (Tabela 04), quando comparada
com a mesma amostra ndo congelada (Tabela 03). Sugeriu-se a presenca de
proteases no extrato protéico que poderiam degradar parcialmente proteinas
gerando os diferentes perfis. Deve-se salientar que as plantas apresentam um
conjunto de proteases com diferentes modos de agcdo, que podem ser ativadas
durante a germinacdo (Shutov e Vaintraub, 1987), e que poderiam atuar
degradando os peptidios de interesse. A degradacado de proteinas de reserva de
sementes € uma etapa importante da germinacédo, exemplificada pela protedlise
limitada das proteinas de reserva na soja. Sabe-se que a Protease C1 de soja
pode clivar a proteina de reserva b-conglicinina, gerando peptidios (1-2 kDa) e

proteinas (50-65 kDa), envolvidos no processo (Tan-Wilson et al. 1996).



54

Tabela 04 - Tempo de retencdo e concentracdo de acetonitrila (%, v/v) de 18
picos protéicos sintetizados em sementes de soja germinadas por
48 h, apés congelamento e descongelamento da fracdo catibnica e
separacao por cromatografia de fase reversa em coluna C18-HPLC

Picos eluidos da Tempo de Eluicéo Acetonitrila
Fase Reversa (min) (%, vIv)

1% 23,42 13,42
o 25,22 15,22
ik 26,59 16,59
4% 27,16 17,16
5 28,54 18,54
6 29,06 19,06
7% 30,05 20,05
g* 32,06 22,06
g+ 34,22 24,22
10* 35,31 25,31
1%+ 36,03 26,03
1%+ 37,03 27,03
13+ 37,76 27,76
14%* 39,87 29,87
1 5% 40,52 30,52
16* 41,40 31,40
17+ 43,65 33,65
18* 45,53 35,53

* Picos selecionados para avaliagdo por espectrometria de massa;
** Picos identificados e ndo selecionados para avaliagdo por espectrometria de
massa.

Ainda como exemplo, carboxipeptidases de algumas plantas, como soja,
tém atividade aumentada durante a germinacdo (Shutov e Vaintraub, 1987).
Assim, a degradacao proteolitica de proteinas de reserva de soja poderia estar
dando origem a diferentes frac6es protéicas com pesos moleculares menores e
variados, de maior ou menor carater hidrofobico (Figura 23).

Vale ressaltar que apenas os inibidores de serino-protease, PMSF e
benzamidina, e o inibidor de metalo-proteases, EDTA, foram utilizados na etapa
de extracdo, e podem néo ter sido suficiente para controlar a atividade proteolitica

no extrato, ja que diferentes classes de proteases podem estar presente. Porém,
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observa-se que a precipitacdo com sulfato de amonio e o aquecimento seletivo,
ao lado das diferentes etapas de purificacdo, podem auxiliar na eliminacdo de
algumas formas de proteases.

Apesar da possivel protedlise da amostra, foram selecionados 11 dos 18
picos identificados nesse perfil (Tabela 04), que foram analisados por
espectrometria de massa, que foram os eluatos dos picos 5*, 8* e 16*, eluidos em
18,54; 22,06 e 31,40% de acetonitrila (Figuras 24, 25 e 26).

No pico 5*, eluido com 18,54% de acetonitrila, observou-se a presenca de
quatro picos moleculares de massas média de 2.467,32; 2.541,32; 2.597,39 e
2.742,40 Da. A diferenca entre os valores dessas massas moleculares (74,06;
56,07 e 145,01 Da) fornece valores proximos as massas moleculares médias dos
residuos de aminoacidos alanina (71,08 Da), glicina (57,05 Da) e fenilalanina
(147,18 Da), o que pode sugerir a presenca de um unico peptidio parcialmente
degradado (Figura 24).

Para o pico 8* eluido em 32,06% de acetonitrila, foram identificados
também quatro picos moleculares com massas de 3.357,92; 3.771,21; 6.431,85 e
9.062,2 Da, que estdo na regido de massas moleculares dos peptidios de
interesse neste trabalho (Figura 25). Esse pico parece conter trés ou quatro
peptidios diferentes, uma vez que os dois picos de massas moleculares menores
podem corresponder ao mesmo peptidio (com remocdo de residuos
aminoacidicos por acdo proteolitica), ou ainda os peptidios de menor massa
poderiam ter-se originado dos de maior massa. Torna-se necessario 0
sequienciamento de cada peptidios, presentes nesse ou em outras fracdes, para
verificar-se a ocorréncia de possiveis homologias de sequéncia.

No ultimo pico avaliado, 16*, eluido em 34,4% de acetonitrila, trés picos
moleculares foram identificados: 1.664,19; 5.131,2 e 9.214,47 (Figura 26),
também correspondendo a formas de interesse no trabalho.

Como evidéncia indireta de que protedlise tenha ocorrido, observa-se que a
diferenca entre os peptidios de 3.771,21 e 3.357,92 Da (Figura 26), de 413,29 Da,
poderia corresponder a soma das massas médias dos aminoacidos alanina
(71,08), arginina (156,18) e triptofano (186,21), que € 413, 47 Da. Vale ressaltar
que, dois residuos tém caracteristicas hidrofébicas e um, catibnica, que sé&o

freqlientes em peptidios antimicrobianos cationicos.



Lroew o R e e T, FE eV

Figura 24 - Espectrometria de massa do eluato do pico 5%, eluido em 18,54% de
acetonitrila na cromatografia de fase reversa (Figura 22) do pool da
fracdo catibnica eluido com 0,35 M de NaCl da cromatografia de
troca catibnica (Figura 13 C).

Entretanto, novas analises serdo desenvolvidas para determinacdo de
massas moleculares e seqiienciamento dos peptidios.

Apesar dos resultados ndo conclusivos salienta-se que as massas
moleculares identificadas nesta amostras sdo na faixa peptidica de interesse em
nosso trabalho e podem apresentar isoladamente atividades antimicrobianas

relevantes.
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Figura 25 - Espectrometria de massa do eluato do pico 8*, eluido em 32,06% de
acetonitrila na cromatografia de fase reversa (Figura 22) do pool da
fracdo catidnica eluido com 0,35 M de NaCl da cromatografia de
troca catidnica (Figura 13C).



58

12.06 Y& 065G 09-Jul-200416:11:23

M‘Mmm ulhﬂl:ﬂ |Iru|.lllliuu| |i11p.h.1... | ol kel ol Lok b :.-. .u. .. ... ol L .I-‘L-u-—.‘-p.._;u-::.i -

it

Figura 26 - Espectrometria de massa do eluato do pico 16*, eluido em 31,4% de
acetonitrila na cromatografia de fase reversa (Figura 22) do pool da
fracdo catibnica eluido com 0,35 M de NaCl da cromatografia de
troca catibnica (Figura 13 C).

5.3 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos peptidios
parcialmente purificados sintetizados durante um

periodo de germinacdo de 48h de sementes de soja

Testes de atividade antimicrobiana com os extratos protéicos parcialmente
purificados de sementes de soja germinadas por 48h, foram realizados para as
bactérias-teste Ralstonia solanacearum e Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis. Duas diferentes concentracbes do pool catidnico obtido da
cromatografia troca aniénica (Figura 11) foram utilizadas, e as curvas de cultivo
obtidas em presenca e em auséncia da fracdo peptidica analisada mostraram que
ocorreu a inibicdo parcial ou total do crescimento das bactérias Ralstonia
solanacearum (Figura 27) e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Figura 28).
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Figura 27 - Testes de inibicdo do crescimento da bactéria Ralstonia
solanacearum em presenca de duas concentragcdes diferentes (10 e
30 nl.) do pool catibnico eluido da cromatografia de troca anibénica (T.
An) de sementes de soja germinadas por 48h (Figura 11). O Controle
Negativo (Controle (-)) corresponde ao cultivo dos microrganismos
em auséncia da fracdo peptidica, e o Controle Interno, ao cultivo na
auséncia da fracdo peptidica e da bactéria. As barras verticais
correspondem aos desvios-padrao, originados de trés repeticées. Os
volumes de 10 nL e 30 nL de extratos foram originados de 0,7 g e
2,1 g, respectivamente, de sementes de soja germinadas. A seta
indica a regido de intenso crescimento microbiano, cerca de 8h de
cultivo.

Para a bactéria Ralstonia solanacearum (Figura 27), ao final das 12 h de
cultivo houve estabilizacdo da taxa de crescimento microbiano, observada no
Controle Negativo. Em 14 h, observou-se uma inibicdo de cerca de 30% do
crescimento quando em presenca de 10ni da fracdo catidnica da troca anidnica,
que foi obtida de 0,7 g de sementes de soja germinadas por 48h. Inibicao total do
crescimento foi observada quando em presenca de uma quantidade trés vezes
maior da mesma fracdo protéica. Para o cultivo por cerca de 6 a 8 horas, foi
observada inibicdo de cerca de 65% e inibicdo total, respectivamente, para as
duas concentracdes utilizadas, confirmando que o efeito antimicrobiano desses
componentes é dependente de concentracdo. Além disso, menor efeito inibitério

foi observado para as culturas ao final da fase de crescimento e inicio da fase
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Figura 28 - Testes de inibicdo do crescimento da bactéria Clavibacter
michganensis subsp. michganensis em duas concentracfes
diferentes (10 e 30 ni) do pool catidnico eluido da cromatografia de
troca anibnica (T. An) de sementes de soja germinadas por 48h. ). O
Controle Negativo (Controle (-)) corresponde ao cultivo dos
microrganismos em auséncia da fracdo peptidica, e o Controle
Interno, ao cultivo na auséncia da fracdo peptidica e da bactéria. As
barras verticais correspondem aos desvios-padréo, originados de
trés repeticdes. Os volumes de 10 nL e 30 nL de extratos foram
originados de 0,7 g e 2,1 g, respectivamente, de sementes de soja
germinadas. A seta indica a regido de intenso crescimento
microbiano, cerca de 8h de cultivo.

estacionaria (Figura 27). Alternativamente, a concentracdo do agente inibidor
peptidico poderia ser insuficiente para o grande niamero de células bacterianas
presentes no periodo final de analise.

Andlise similar, feita para o cultivo da bactéria Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis ao final das 14h, indicou inibicdo média de cerca de 10% do
crescimento bacteriano quando utilizou-se a concentracdo menor do extrato
protéico (10 niL), e inibicdo de cerca de 46% para o crescimento, quando utilizou-
se quantidades trés vezes maiores do extrato protéico (30 niL). A avaliacdo em

cerca de 8 horas de crescimento indicou a inibicdo de aproximadamente 50%
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(maior que em 14 h) e 92% para as concentragcdes de 10 e 30 ni,
respectivamente (Figura 28), confirmando a dependéncia da concentracdo do
agente inibitorio. Os diferentes niveis de inibicdo observados ao longo do cultivo
podem ser explicados a semelhanca do descrito para a Figura 27.

Em um estagio mais avancado de purificacdo do extrato protéico, novos
testes de atividade antimicrobiana para as bactérias-teste Ralstonia solanacearum
e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis foram realizados. Foi utilizado
0 pool catibnico da cromatografia de troca catidnica (Figura 13 C), eluido com
0,35 M de NaCl, que mostrou inibicdo total do crescimento para as duas
bactérias-teste (Figuras 29 e 30). A quantidade de proteina presente na fracao
catibnica apdés a troca catidnica (Figura 13 C), utilizada nestes testes, foi
correspondente a purificacdo de 18 g de semente de soja germinadas por 48 h
para cada bactéria. Nesses testes, novamente infere-se que o grau de inibicdo do
crescimento das bactérias foi dependente da concentracdo dos compostos
inibitérios presentes nas frac6es peptidios usadas como amostra, ja que o nivel
de inibicdo observado em 8 h de cultivo (regido mediana do crescimento) foi maior
do que a observada em 12-14h de cultivo (estabilizacdo da taxa de crescimento
microbiano).

Biotecnologicamente, compostos analogos sintetizados artificialmente, ndo
degradaveis pelos microrganismos, deverdo ser desenvolvidos para essa
finalidade, com base nas estruturas peptidicas identificadas e caracterizadas.

Testes de inibicAo com os eluatos protéicos das cromatografia de fase
reversa foram realizados com os 14 picos recuperados individualmente e com os
pools de proteinas identificados na primeira (Regido A) e na segunda (Regido B)
regides de sintese de diferentes proteinas das sementes de soja germinadas por
48 h (Figura 19) (dados ndo mostrados).
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Figura 29 - Testes de inibicdo do crescimento da bactéria Ralstonia
solanacearum do pool catibnico eluido da cromatografia de
troca Catibnica (T. Cat - Figura 13) de sementes de soja
germinadas por 48h. O controle negativo (Controle (-))
corresponde ao cultivo dos microrganismos em auséncia da
frac@o peptidica e o Controle Interno, ao cultivo na auséncia da
fracdo peptidica e da bactéria. As barras verticais
correspondem aos desvios-padrao originados de trés
repeticoes. Os volumes de 40 niL de extrato corresponde a 18g
de semente de soja germinadas. Seta indica a regidao de
intenso crescimento microbiano, cerca de 8h de cultivo.

Para o pool da segunda regido de sintese de diferentes proteinas (Regido
B, da cromatografia de fase reversa), obteve-se uma inibicdo total para as
bactérias Ralstonia solanacearum e Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, tanto para cerca de 8 h como para 14 h de cultivo, sendo este pool
total. Quando os 14 picos isolados da primeira regido de sintese de diferentes
proteinas foram avaliados como agentes antibacterianos, pequenos graus de
inibicdo (inferiores a 10% do crescimento do controle interno) foram observados
para 8 h de cultivo (na regido mediana do crescimento), para as duas bactérias,
nado sendo observada inibicdo em 14h de cultivo (estabilizacdo da taxa de
crescimento microbiano). Cerca de 18 g de sementes germinadas deram origem

as duas regides A e B.
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Figura 30 - Testes de inibicio do crescimento da bactéria Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis do pool catiénico eluido da
cromatografia de troca Catibnica (T. Cat) de sementes de soja
germinadas por 48h. O controle negativo (Controle (-)) corresponde
ao cultivo dos microrganismos em auséncia da fracdo peptidica e o
Controle Interno, ao cultivo na auséncia da fracdo peptidica e da
bactéria. As barras verticais correspondem aos desvios-padrao
originados de trés repeticoes. Os volumes de 40 nL de extrato
corresponde a 18g de semente de soja germinadas. Seta indica a
regido de intenso crescimento microbiano, cerca de 8h de cultivo.

Vale ressaltar que, para a bactéria Ralstonia solanacearum, os picos que
apresentaram inibicdo parcial foram 2, 10, 12, 13, 14, e para Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, foram os picos 1, 2, 3, 4, 8, 9 apresentados
na Figura 19 (dados ndo apresentados), os quais ndo foram analisados por
espectrometria de massa

Dentre os fatores que poderiam contribuir para o baixo poder inibitério

dessas fracdes analisadas, pode-se citar: 1) a baixa concentracdo dos compostos
peptidicos nessas amostras, ja que a fracdo catidnica usada como amostra, e que
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apresentou poder inibitério visto as Figuras 29 e 30, foi aqui fracionada em um
grande numero de picos da Regido A e um pool da Regido B da Figura 19; 2) o
contato com a acetonitrila, que é um solvente organico com caracteristicas
apolares, podendo ser danoso a estrutura tridimensional de algumas formas
peptidicas sob andlise; 3) um possivel sinergismo poderia estar ocorrendo entre
formas peptidicas, gerando a alta inibicdo observada nas Figuras 29 e 30, efeito
antimicrobiano esse que pode ter sido reduzido para os peptidios quando
separados, mesmo quando em concentracdes altas; 4) uma associacdo de
fatores como a baixa concentracdo, acentuada pelo possivel consumo dos
peptidios pelos microrganismo, acao degradativa da acetonitrila e isolamento de
peptidios com acdo sinergistica. Ressalta-se ainda que alguns peptidios podem
nao exercer atividade antimicrobiana.

Lembrar que proteinas e peptidios podem também atuar como fonte de
carbono para os microrganismos, e que o fator inibitorio protéico poderia estar
sendo insuficiente para exercer o poder inibitério e entdo ser consumido pelas
bactérias, ocasionando a reducdo do componente protéico inibitorio disponivel,
apesar de o meio de cultivo fornecer fontes de carbono mais facilmente
disponiveis aos microrganismos.

Esses resultados indicaram que, para contornar qualquer dos fatores
acima, seria necessaria uma quantidade maior de material fonte (sementes
germinadas) para obter peptidios purificados em quantidades suficientes para
observar-se o poder inibitério de cada pico isoladamente.

E assim, poder desenvolver curvas de dose-resposta e, com isso,
determinar a concentracdo de peptidios necessaria a inibicdo de 50% do
crescimento destes fitopatdgenos e de outros microrganismos patogénicos.
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6. CONCLUSOES

Os protocolos de extragcdo e purificacdo permitiram a separacao de
peptidios com atividade antimicrobiana, embora algumas fracdes necessitem de
melhor separacdo. Semente de soja germinada por 48 h foi capaz de sintetizar
um conjunto de peptidios diferentes quando comparada com a semente de soja
nao germinada ou germinada por outros periodos (24, 72 e 96 h). Nesse conjunto,
puderam-se distinguir dois grupos de peptidios, sendo um com massas
moleculares maiores e outro de massas moleculares menores. Os resultados
obtidos até o momento indicaram a presenca de peptidios com massas
moleculares 1.305,89; 1.664,19; 2.467,32; 2.597,39; 3.357,92; 3.771,21; 5.131,20;
6.431,85; 9.062,20 e 9.214,47 Da.

Os extratos peptidicos parcialmente purificados inibiram totalmente o
crescimento das bactérias fitopatogénicas Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (gram-positiva) e Ralstonia solanacearum (gram-negativa). A
inibicdo foi dependente de concentracao, ja que resultados preliminares sugerem
que alguns peptidios isolados, presentes nestas fracdes, inibem o crescimento
destas bactérias para baixas concentracdes celulares, reduzindo a inibicdo para
culturas com maior numero de células microbianas. Maiores concentracfes de
extratos peptidicos promoveram maiores niveis de inibicao das bactérias-teste.

Acao proteolitica pode estar promovendo a reducao do nivel de atividade
antimicrobiana ao longo do cultivo, sugerindo que, para aplicacdo biotecnoldgica,
torna-se necessario o desenvolvimento de agentes antimicrobianos analogos aos
peptidios em questdo. Esses compostos deverdo ser sintetizados artificialmente,
com base nas estruturas peptidicas identificadas e caracterizadas a partir de

compostos naturais, e ndo devem ser degradaveis pelos microrganismos.
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7. PERSPECTIVAS

O protocolo utilizado para purificacdo de peptidios de sementes de soja
germinadas necessita ser ajustado visando obter formas peptidicas isoladas e em
quantidades suficientes para testes de caracterizacdo posteriores. Resultados
preliminares sugerem que o uso da gel filtracdo como etapa cromatografica para
separar proteinas de massas moleculares (20-50 kDa) pode auxiliar na obtencao
de peptidios isolados e eliminar a possivel acao proteolitica. Outra possibilidade é
0 uso de um microfiltro de membrana de volume de exclusédo de 10 kDa, visando
obter maior quantidade de peptidios puros para as caracterizacfes diversas de
peptidios com atividade antimicrobiana. Apds a identificacdo destes peptidios, €
objetivo clonar e expressar 2 a 4 peptidios selecionados com atividade
antimicrobiana, de interesse na agroindustria para obter quantidades suficiente ao
desenvolvimento de caracteriza¢des estruturais e atividade antimicrobianas contra
outros fitopatdgenos de interesse comercial. As formas peptidicas de maior
interesse serdo caracterizadas quanto a sua estrutura, concentracdo inibitoria
minima (MIC), testes de toxicidez para células animais, imunolocalizag¢éo celular e
identificacdo de mecanismos de acao.

Visa-se sequenciar o N-terminal da proteina de massa molecular de 23 kDa
em sequenciador automatico, a ser realizado no Nucleo de Estrutura e Fungéo de
Biomoléculas, no ICB/UFMG, sob coordenacdo do Prof. Marcelo Porto
Bemquerer, e proceder analise de seqiéncia em bancos de dados da Rede
Mundial de Computadores, para classificar proteinas ou peptidios diferentes
sintetizados durante a germinacédo. Os demais picos da regido de proteinas com
massas moleculares maiores também serdo analisadas, ja que o pool apresentou

atividade antimicrobiana consideravel.
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